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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Zeaxanthin und/oder dessen bio- 
synthetischen Zwischen- und/oder Folgeprodukten durch Kultivierung von genetisch veranderten Pflanzen die 
im Vergleich zum Wildtyp eine durch doppelstrangige e-Cyclase-Ribonukleinsauresequenzen verursachte re- 
duzierte E-Cyclase-Aktivitat aufweisen, die genetisch veranderten Pflanzen, sowie deren Verwendung als Nah- 
rungs- und Futtermittel und zur Herstellung von Carotinoidextrakten. 

[0002] Carotinoide, wie beispielsweise Lycopin, Latein, p-Carotin oder Zeaxanthin werden de novo in Bakte- 
rien, Algen, Pilzen und Pflanzen synthetisiert Ketocarotinoide, also Carotinoide, die mindestens eine Ke- 
to-Gruppe enthalten, wie beispielsweise Astaxanthin, Canthaxanthin, Echinenon, 3-Hydroxyechinenon, 3'-Hy- 
droxyechinenon, Adonirubin und Adonixanthin sind naturliche Antioxidantien und Pigmente, die von einigen Al- 
gen und Mikroorganismen als Sekundarmetabolite produziert werden. 

[0003] Aufgrund ihrer farbgebenden Eigenschaften werden die Carotinoide als Pigmentier- und Pigmentier- 
hilfsstoffe eingesetzt. Zeaxanthin und Latein finden beispielsweise bei der Eidotterpigmentierung Verwendung, 
P-Carotin dient als Orange-Pigment in Lebensmitteln und Getranken, Astaxanthin wird als Pigmentierhilfsstoff 
in der Tierernahrung, insbesondere in der Forellen-, Lachs- und Shrimpszucht verwendet. 
[0004] Daruber hinaus finden die Carotinoide, wie beispielsweise Latein, Zeaxanthin, Lycopin, p-Carotin und 
Astaxanthin, aufgrund ihrer antioxidativen Eigenschaften Anwendung bei der Supplementierung in der Human- 
und Tierernahrung zur Therapie und Vorbeugung von Krankheiten. 

[0005] Ein wirtschaftliches, biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von naturlichen Carotinoiden ist 
von grower Bedeutung. 

[0006] Aus WO 00/32788 ist es bekannt durch kombinierte Oberexpression von Carotinoid-Biosynthesege- 
nen und Antisense-Verfahren bestimmte CarotinoidverhSltnisse in Tagetespetalen zu beeinflussen. 
[0007] Das in WO 00/32788 offenbarte Verfahren liefert zwar genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich 
zum Wildtyp einen veranderten Gehalt an Carotinoiden aufweisen, weist jedoch den Nachteil auf, dass die 
Hohe des Gehalts an Carotinoiden des "P-Carotinoid-Weges", wie beispielsweise p-Carotin oder Zeaxanthin 
und die Reinheit dieser Carotinoide und damit das Verhaltnis an Carotinoiden des "P-Carotinoid-Weges", wie 
beispielsweise p-Carotin oder Zeaxanthin zu den Carotinoiden des "a-Carotinoid-Weges", wie beispielsweise 
a-Carotin oder Lutein noch nicht zufriedenstellend ist. 

[0008] Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde ein alternatives Verfahren zur Herstellung von Zeaxan- 
thin und/oder dessen biosynthetischen Zwischen- und/oder Folgeprodukten durch Kultivierung von Pflanzen 
zur Verfugung zu stellen, bzw. weitere transgene Pflanzen, die Zeaxanthin und/oder dessen biosynthetischen 
Zwischen- und/oder Folgeprodukten herstellen, zur Verfugung zu stellen, die optimierte Eigenschaften, wie 
beispielsweise einen hoheren Gehalt an Zeaxanthin und/oder dessen biosynthetischen Zwischen- und/oder 
Folgeprodukten im Verhaltnis zu Carotinoiden des "a-Carotinoid-Weges" aufweisen und den geschilderten 
Nachteil des Standes der Technik nicht aufweisen. 

[0009] Demgemafc wurde ein Verfahren zur Herstellung von Zeaxanthin und/ oder dessen biosynthetischen 
Zwischen- und/oder Folgeprodukten durch Kultivierung von genetisch veranderten Pflanzen gefunden, die im 
Vergleich zum Wildtyp eine durch doppelstrangige e-Cyclase-RibonukleinsSuresequenzen verursachte redu- 
zierte e-Cyclase-Aktivitat aufweisen. 

[001 0] Unter e-Cyclase-Aktivitat wird die Enzymaktivitat einer ?-Cyclase verstanden. 

[0011] Unter einer e-Cyclase wird ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat aufweist, einen end- 
standigen, linearen Rest von Lycopin in einen e-lonon-Ring zu uberfuhren. 

[001 2] Unter einer £-Cyclase wird daher insbesondere ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat 
aufweist, Lycopin in 5-Carotin umzuwandeln. 

[0013] Dementsprechend wird unter t-Cyclase-Aktivitat die in einer bestimmten Zeit durch das Protein ?-Cy- 
clase umgesetzte Menge Lycopin bzw. gebildete Menge 5-Carotin verstanden. 

[0014] Bei einer reduzierten e-Cyclase-Aktivitat gegendber dem Wildtyp wird somit im Vergleich zum Wildtyp 
in einer bestimmten Zeit durch das Protein ?-Cyclase die umgesetzte Menge Lycopin bzw. die gebildete Menge 
5-Carotin reduziert. 

[0015] Unter einer reduzierten £-Cyclase-Aktivitat wird vorzugsweise die teilweise oder im wesentlichen voll- 
standige, auf unterschiedliche zellbiologische Mechanismen beruhende Unterbindung oder Blockierung der 
Funktionalitat einer ?-Cyclase in einer pflanzlichen Zelle, Pflanze oder einem davon abgeleiteten Teil, Gewebe, 
Organ, Zellen oder Samen verstanden. 

[0016] Die Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat in Pflanzen gegenuber dem Wildtyp kann beispielsweise 
durch Reduzierung der E-Cyclase-Proteinmenge, oder der ?-Cyclase-mRNA-Menge in der Pflanze erfolgen. 
Dementsprechend kann eine gegenuber dem Wildtyp reduzierte £-Cyclase-Aktivitat direkt bestimmt werden 
oder uber die Bestimmung der ?-Cyclase-Proteinmenge oder der ?-Cyclase-mRNA-Menge der erfindungsge- 
mafcen Pflanze im Vergleich zum Wildtyp erfolgen. 

[001 7] Eine Reduzierung der e-Cyclase-AktiviUat umfasst eine mengenmaftige Verringerung einer ?-Cyclase 
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bis hin zu einem im wesentlichen vollstSndigen Fehlen der ?-Cyclase (d.h. fehlende Nachweisbarkeit von e-Cy- 
clase-Aktivitat oder fehlende immunologtsche Nachweisbarkeit der e-Cyclase). Vorzugsweise wird die e-Cyc- 
lase-Aktivitat (bzw. die ?-Cyclase-Proteinmenge oder die ?-Cyclase-mRNA-Menge) in der Pflanze, besonders 
bevorzugt in Bluten im Vergleich zum Wildtyp urn mindestens 5%, weiter bevorzugt urn mindestens 20%, weiter 
bevorzugt um mindestens 50%, weiter bevorzugt um 100% reduziert. Insbesondere meint ..Reduzierung" auch 
das vollstandigen Fehlen der ?-Cyclase-Aktivitaet (bzw. des ?-Cyclase-Proteins oder der e-Cyclase-mRNA). 
[0018] Die Bestimmung der e-Cyclase-Aktivitat in erfindungsgemaflen genetisch verSnderten Pflanzen und in 
Wildtyp- bzw. Referenzpflanzen erfolgt vorzugsweise unter folgenden Bedingungen: 

Die e-Cyclase-Aktivitat kann nach Fraser und Sandmann (Biochem. Biophys. Res. Comm. 185(1) (1992) 
9-15)in vitro bestimmt werden, wenn zu einer bestimmten Menge an Pflanzenextrakt Kaliumphosphat als Puf- 
fer (ph 7.6), Lycopin als Substrat, Stromaprotein von Paprika, NADP+, NADPH und ATP zugegeben werden. 
[0019] Die Bestimmung der e-Cyclase-Aktivitat in erfindungsgemafcen genetisch verSnderten Pflanzen und in 
Wildtyp- bzw. Referenzpflanzen erfolgt besonders bevorzugt nach Bouvier, d'Harlingue und Camara (Molecu- 
lar Analysis of carotenoid cyclase inhibition; Arch. Biochem. Biophys. 346(1) (1997) 53-64): 
Der in-vitro Assay wird in einem Volumen von 0.25 ml durchgefuhrt. Der Ansatz enthalt 50 mM Kaliumphosphat 
(pH 7.6),unterschiedliche Mengen an Pflanzenextrakt, 20 nM Lycopin, 0.25 mg an chromoplastidarem Stroma- 
protein aus Paprika, 0.2 mM NADP+, 0.2 mM NADPH und 1 mM ATP. NADP/NADPH und ATP werden in 0.01 
ml Ethanol mit 1 mg Tween 80 unmittelbar vor der Zugabe zum Inkubationsmedium gel6st. Nach einer Reak- 
tionszeit von 60 Minuten bei 30C wird die Reaktion durch Zugabe von Chloroform/Methanol (2:1) beendet. Die 
in Chloroform extrahierten Reaktionsprodukte werden mittels HPLC analysiert. 

[0020] Ein alternativer Assay mit radioaktivem Substrat ist beschrieben in Fraser und Sandmann (Biochem. 
Biophys. Res. Comm. 185(1) (1992) 9-15). Eine weitere analytische Methode ist beschrieben in Beyer, Kr6n- 
cke und Nievelstein (On the mechanism of the lycopene isomerase/cyclase reaction in Narcissus pseudonar- 
cissus L. chromopast,; J. Biol. Chem. 266(26) (1991) 17072-17078). 

[0021] Je nach Zusammenhang kann unter dem Begriff "Pflanze" die Ausgangspflanze (Wildtyp) oder eine 
erfindungsgemafce, genetisch veranderte Pflanze oder beides verstanden werden. 

[0022] Vorzugsweise und insbesondere in Fallen in denen die Pflanze oder der Wildtyp nicht eindeutig zuor- 
denbar ist, wird unter "Wildtyp" fur die Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat und die ErhGhung des Gehalts an 
Zeaxanthin und/oder dessen biosynthetischen Zwischen- und/oder Folgeprodukten eine Referenzpflanze ver- 
standen. 

[0023] Diese Referenzpflanze ist Tagetes erecta, Tagetes patula, Tagetes lucida, Tagetes pringlei, Tagetes 
palmeri, Tagetes minuta oder Tagetes campanulata, besonders bevorzugt Tagetes erecta. 
[0024] Im erfindungsgemafcen Verfahren erfolgt die Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat durch Einbringen 
mindestens einer doppelstrangigen e-Cyclase Ribonukleinsauresequenz, nachstehend auch e-Cyclase-dsR- 
NA genannt, oder einer deren Expression gewahrleistenden Expressionskassette oder Expressionskassetten 
in Pflanzen. 

[0025] Umfasst sind solche Verfahren, bei denen die ?-Cyclase-dsRNA gegen. ein e-Cyclase-Gen (also ge- 
nomische DNA-Sequenzen wie die Promotorsequenz) oder ein ?-Cyclase-Transkript (also mRNA-Sequenzen) 
gerichtet ist. 

[0026] Unter genetisch veranderten Pflanzen die im Vergleich zum Wildtyp eine durch doppelstrSngige e-Cy- 
clase Ribonukleinsauresequenzen verursachte reduzierte e-Cyclase-Aktivitat aufweisen, wird erfindungsge- 
mSft verstanden, dass die Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat durch die Verwendung von doppelstrSngigen 
?-Cyclase Ribonukleinsauresequenzen erfolgt. Dieses Verfahren der Genregulation mittels doppelstrangiger 
RNA ("double-stranded RNA interference", auch als dSRNA-Verfahren bezeichnet) ist an sich bekannt und bei- 
spielsweise in Matzke MA et al. (2000) Plant Mol Biol 43:401^115; Fire A. et al (1998) Nature 391:806-811; 
WO 99/32619; WO 99/53050; WO 00/68374; WO 00/44914; WO 00/44895; WO 00/49035 Oder WO 00/63364 
beschrieben. Auf die in den angegebenen Zitaten beschriebenen Verfahren und Methoden wird hiermit aus- 
drucklich Bezug genommen. 

[0027] Unter ..Doppelstrangiger RibonukleinsSresequenz" wird erfindungsgemafc eine oder mehr Ribonukfe- 
insauresequenzen, die aufgrund komplementarer Sequenzen theoretisch, beispielsweise gemaft den Basen- 
paarregeln von Watson und Crick und/oder faktisch, beispielsweise aufgrund von Hybridisierungsexperimen- 
ten, in vitro und/oder in vivo in der Lage sind, doppelstrangige RNA-Strukturen auszubilden. 
[0028] Dem Fachmann ist bewufit, dass die Ausbildung von doppelstrangigen RNA-Strukturen, einen Gleich- 
gewichtszustand darstellt. Bevorzugt ist das Verhaltnis von doppelstrangigen Molekulen zu entsprechenden 
dissozierten Formen mindestens 1 zu 1 0, bevorzugt 1:1, besonders bevorzugt 5: 1 , am meisten bevorzugt 10:1. 
[0029] Unter einer doppelstrangigen £-Cyclase-Ribonukleins3uresequenz oder auch e-Cyclase-dsRNA wird 
vorzugsweise ein RNA-Molekul verstanden, das einen Bereich mit Doppel-Strang-Struktur aufweist und in die- 
sem Bereich eine Nukleinsauresequenz enthSIt, die 

a) mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen e-Cyclase-Transkripts identisch ist und/oder 

b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen e-Cyclase-Promotor-Sequenz identisch ist. 
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[0030] Im erfindungsgemafien Verfahren bringt man daher zur Reduzierung dere-Cyclase-Aktivitat bevorzugt 
in die Pflanze eine RNA ein, die einen Bereich mit Doppel-Strang-Struktur aufweist und in diesem Bereich eine 
NukleinsSuresequenz enthalt, die 

a) mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen e-Cyclase-Transkripts identisch ist und/oder 

b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen e-Cyclase-Promotor-Sequenz identisch ist. 

[0031 ] Unter dem Begriff „?-Cyclase-Transkript" wird der transkripierte Teil eines ?-Cyclase-Gens verstanden, 
der neben der ?-Cyclase kodierenden Sequenz beispielsweise auch nichtkodierende Sequenzen, wie bei- 
spielsweise auch UTRs enthaelt. 

[0032] Unter einer RNA, die „mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen ?-Cyclase-Promotor-Sequenz 
identisch ist", ist vorzugsweise gemeint, dass die RNA-Sequenz mit mindestens einem Teil des theoretischen 
Transkriptes der ?-Cyclase-Promotor-Sequenz, also der entsprechenden RNA-Sequenz, identisch ist. 
[0033] Unter „einem Teil" des Pflanze eigenen ?-Cyclase-Transkripts bzw. der Pflanze eigenen e-Cyda- 
se-Promotor-Sequenz werden Teilsequenzen verstanden, die von wenigen Basenpaaren bis hin zu vollstaen- 
digen Sequenzen des Transkripts bzw. der Promotorsequenz reichen kSnnen. Die optimale Lange der Teilse- 
quenzen kann der Fachmann durch Routineversuche leicht ermitteln. 

[0034] In der Regel betragt die Lange der Teilsequenzen mindestens 10 Basen und hSchstens 2 kb, bevor- 
zugt mindestens 25 Basen und hochstens 1,5 kb, besonders bevorzugt mindestens 50 Basen und hochstens 
600 Basen, ganz besonders bevorzugt mindestens 100 Basen und hochstens 500, am meisten bevorzugt min- 
destens 200 Basen Oder mindestens 300 Basen und hochstens 400 Basen. 

[0035] Vorzugsweise werden die Teilsequenzen so ausgesucht, dass eine mOglichst hohe Spezifitat erreicht 
wird und nicht Aktivitaten anderer Enzyme reduziert werden, deren Verminderung nicht erwunscht ist. Es ist 
daher vorteilhaft fur die Teilsequenzen der £-Cyclase-dsRNA Teile des e-Cyclase Transkripts und/oder Teilse- 
quenzen der e-Cyclase-Promotor-Sequenzen zu wahlen, die nicht in anderen Sequenzen auftreten. 
[0036] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt daher die e-Cyclase-dsRNA eine Sequenz, 
die mit einem Teil der Pflanze eigenen e-Cyclase-Transkripts identisch ist und das 5'-Ende Oder das 3-Ende 
der Pflanze eigenen Nukleinsaure, codierend eine e-Cyclase: enthalt. Insbesondere sind nichttranslatierte Be- 
reiche im 5' Oder 3' des Transkriptes geeignet, selektive Doppel-Strang-Strukturen herzustellen. 
[0037] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung bezieht sich auf doppelstrangige RNA-Molekule (dsRNA-Mo- 
lekule), die bei Einbringen in einen pflanzlichen Organismus (oder eine davon abgeleitete Zelle, Gewebe, Or- 
gan Oder Vermehrungsmaterial) die Verminderung einer e-Cyclase bewirken. 

[0038] Ein doppelstrangiges RNA-Molekul zur Reduzierung der Expression einer e-Cyclase (e-Cyclase-dsR- 
NA) umfasst dabei bevorzugt 

a) einen "sense"-RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribonukleotidsequenz, die im wesentlichen 
identisch ist zu mindestens einem Teil eines "sense"-RNA-e-Cyclase Transkriptes, und 

b) einen "antisense"-RNA-Strang, der zu dem RNA-"sense"-Strang unter a) im wesentlichen, bevorzugt 
vollstandig, komplementSren ist. 

[0039] In Bezug auf die dsRNA-Molekule wird unter e-Cyclase-Nukleinsauresequenz, bzw. das entsprechen- 
de Trankript bevorzugt die Sequenz gemafi SEQ. ID. NO. 4 oder ein Teil derselben verstanden. 
[0040] "Im wesentlichen identisch" meint, dass die dsRNA Sequenz auch Insertionen, Deletionen sowie ein- 
zelne Punktmutationen im Vergleich zu der e-Cyclase Zielsequenz aufweisen kann und dennoch eine effizient 
Verminderung der Expression bewirkt. Bevorzugt betrSgt die Homologie mindestens 75%, bevorzugt mindes- 
tens 80%, ganz besonders bevorzugt mindestens 90% am meisten bevorzugt 100% zwischen dem "sen- 
se"-Strang einer inhibitorischen d s RNA und mindestens einem Teil des "sense"-RNA-Transkriptes eines e-Cy- 
clase-Gens, bzw. zwischen dem "antisense'-Strang dem komplementaren Strang eines e-Cyclase-Gens. 
[0041] Eine 100 %ige Sequenzidentitat zwischen dsRNA und einem e-Cyclase Gentranskript ist nicht zwin- 
gend erforderlich, urn eine effiziente Verminderung der e-Cyclase Expression zu bewirken. Demzufolge besteht 
der Vorteil, dass das Verfahren tolerant ist gegenuber Sequenzabweichungen, wie sie infolge genetischer Mu- 
tationen, Polymorphismen oderevolutionarer Divergenzen vorliegen konnen. So ist es beispielsweise moglich 
mit der dsRNA, die ausgehend von der e-Cyclase Sequenz des einen Organismus generiert wurde, die e-Cy- 
clase Expression in einem anderen Organismus zu unterdrucken. Zu diesem Zweck umfasst die dsRNA be- 
vorzugt Sequenzbereiche von e-Cyclase-Gentranskripten, die konservierten Bereichen entsprechen. Besagte 
konservierte Bereiche konnen aus Sequenzvergleichen leicht abgeleitet werden. 

[0042] Alternativ, kann eine "im wesentlichen identische" dsRNA auch als Nukleinsauresequenz definiert wer- 
den, die befahigt ist, mit einem Teil eines e-Cyclase Gentranskriptes zu hybridisieren beispielsweise in 400 mM 
NaCI, 40 mM PIPES pH 6,4, 1 mM EDTA bei 50°C oder 70°C fur 12 bis 16 h). 

[0043] "Im wesentlichen komplementar" meint, dass der "antisense"-RNA-Strang auch Insertionen, Deletio- 
nen sowie einzelne Punktmutationen im Vergleich zu dem Komplement des "sense"-RNA-Stranges aufweisen 
kann. Bevorzugt betragt die Homologie mindestens 80%, bevorzugt mindestens 90%, ganz besonders bevor- 
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zugt mindestens 95%, am meisten bevorzugt 100 zwischen dem "antisense"-RNA-Strang und dem Komple- 
ment des "sense"-RNA-Stranges. 

[0044] Zur Transformation der Pflanze mit einer e-Cyclase-dsRNA wird bevorzugt ein Nukleinsaurekonstrukt 
verwendet, das in die Pflanze eingebracht wird und das in der Pflanze in die £-Cyclase-dsRNA transkripiert 
wird. 

[0045] Daher betrifft die vorliegende Erfindung auch ein NukleinsSurekonstrukt, transkripierbar in 

a) einen "sense"-RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribonukleotidsequenz, die im wesentlichen 
identisch ist zu mindestens einem Teil des "sense"-RNA-£-Cyclase Transkriptes, und 

b) einen M antisense M -RNA-Strang, derzu dem RNA-sense-Strang untera) im wesentlichen -bevorzugt voll- 
standig - komplementar ist. 

[0046] Diese Nukleinsaurekonstrukte werden im folgenden auch Expressionskasetten Oder Expressionsvek- 
toren genannt. 

[0047] In einer weiteren Ausfuhrungsform umfa&t die £-Cyclase-dsRNA 

a) einen "sense"-RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribonukleotidsequenz, die im wesentlichen 
identisch ist zu mindestens einem Teil des "sense"-RNA-Transkriptes des Promotorbereichs eines e-Cycla- 
se-Gens, und 

b) einen "antisense"-RNA-Strang, der zu dem RNA-"sense"-Strang unter a) im wesentlichen - bevorzugt 
vollstandig - komplementaren ist. 

[0048] Vorzugsweise wird unter dem Promotorbereich einer e-Cyclase eine Sequenz gemafc SEQ. ID. NO. 13 
Oder ein Teil der selben verstanden. 

[0049] Das entsprechende, bevorzugt zur Transformation der Pflanzen zu verwendende, NukleinsSurekons- 
trukt, umfasst 

a) einen "sense"-DNA-Strang der im wesentlichen identisch ist zu mindestens einem Teil des Promotorbe- 
reichs eines e-Cyclase-Gens, und 

b) einen "antisense"-DNA-Strang, der zu dem DNA-"sense"-Strang unter a) im wesentlichen - bevorzugt 
vollstandig - komplementar ist. 

[0050] Zur Herstellung der e-Cyclase-dsRNA-Sequenzen und insbesondere deren Expressionskasetten zur 
Reduzierung der £-Cyclase-Aktivitat werden, insbesondere fur Tapetes erecta, besonders bevorzugt die fol- 
genden Teil-Sequenzen verwendet: 

SEQ. ID. NO. 6: Sense-Fragment der 5'terminalen Region der £-Cyclase 
SEQ. ID. No. 7: Antisense-Fragment der 5'terminalen Region der £-Cyclase 
SEQ. ID. No. 8: Sense-Fragment der 3'terminalen Region der £-Cyclase 
SEQ. ID. No. 9: Antisense-Fragment der 3'terminalen Region der £-Cyclase 
SEQ. ID. No. 13: Sense-Fragment des £-Cyclase-Promotors 
SEQ. ID. No. 14: Antisense-Fragment des £-Cyclase-Promotors 

[0051] Die dSRNA kann aus einem oder mehr StrSngen von Polyribonukleotiden bestehen. NatQrlich kOnnen, 
urn den gleichen Zweck zu erreichen, auch mehrere individuelle dsRNA Molekule, die jeweils einen der oben 
definierten Ribonukleotidsequenzabschnitte umfassen, in die Zelle pder den Organismus eingebracht werden. 
[0052] Die doppelstrangige dsRNA-Struktur kann ausgehend von zwei komplementaren, separaten 
RNA-StrSngen oder - bevorzugt - ausgehend von einem einzelnen, selbstkomplementSren RNA-Strang gebil- 
det werden. In diesem Fall sind "sense"-RNA-Strang und "antisense"-RNA-Strang bevorzugt kovalent in Form 
eines invertierten "Repeats" miteinander verbunden. 

[0053] Wiez.B. in WO 99/53050 beschrieben, kann die dsRNAauch eine Haarnadelstruktur umfassen, indem 
"sense"- und "antisense"-Strang durch eine verbindende Sequenz ("Linker"; beispielsweise ein Intron) verbun- 
den werden. Die selbstkomplementaren dsRNA-Strukturen sind bevorzugt, da sie lediglich die Expression ei- 
ner RNA-Sequenz erfordern und die komplementaren RNA-Strange stets in einem Squimolaren Verhaitnis um- 
fassen. Bevorzugt ist die verbindende Sequenz ein Intron (z.B. ein Intron des ST-LS1 Gens aus Kartoffel; Van- 
canneyt GF et al. (1990) Mol Gen Genet 220(2): 245-250). 

[0054] Die Nukleinsauresequenz kodierend fur eine dsRNA kann weitere Elemente beinhalten, wie beispiels- 
weise Transkriptionsterminationssignale oder Polyadenylierungssignale. 

[0055] Ist die dsRNA jedoch gegen die Promotorsequenz einer £-Cyclase gerichtet, so umfalit sie bevorzugt 
keine Transkriptionsterminationssignale oder Polyadenylierungssignale. Dies ermOglicht eine Retention der 
dsRNA im Nukleus der Zelle und verhindert eine Verteilung der dsRNA in der gesamten Pflanze Spreading"). 
[0056] Sollen die zwei Strange der dsRNA in einer Zelle oder Pflanze zusammengebracht werden, so kann 
dies beispielhaft auf folgende Art geschehen: 

a) Transformation der Zelle oder Pflanze mit einem Vektor, der beide Expressionskassetten umfasst, 

b) Kotransformation der Zelle oder Pflanze mit zwei Vektoren, wobei der eine die Expressionskassetten mit 
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dem "sense'-Strang, der andere die Expressionskassetten mit dem "antisense"-Strang umfasst. 

c) Kreuzung von zwei individuellen Pflanzenlinien, wobei die eine die Expressionskassetten mit dem "sen- 

se"-Strang, die andere die Expressionskassetten mit dem "antisense"-Strang umfasst. 

[0057] Die Bildung der RNA Duplex kann entweder aulierhalb der Zelle oder innerhalb derselben initiiert wer- 
den. 

[0058] Die dSRNA kann entweder in vivo oder in vitro synthetisiert werden. Dazu kann eine DNA-Sequenz 
kodierend fur eine dsRNA in eine Expressionskassette unter Kontrolle mindestens eines genetischen Kontrol- 
lelementes (wie beispielsweise einem Promotor) gebracht werden. Eine Polyadenylierung ist nicht erforderlich, 
ebenso mussen keine Elemente zur Initiierung einer Translation vorhanden sein. Bevorzugt ist die Expressi- 
onskassette fur die MP-dSRNA auf dem Transformationskonstrukt oder dem Transformationsvektor enthalten. 
[0059] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden genetisch veranderte Pflanzen verwendet, die in Bluten 
die geringste Expressionsrate einer E-Cyclase aufweisen. 

[0060] Dies wird bevorzugt dadurch erreicht, dass die Reduzierung der £-Cyclase-AktivitSt blutenspezifisch, 
besonders bevorzugt blutenblattspezifisch erfolgt. 

[0061] In der vorstehend beschriebenen, besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird dies dadurch er- 
reicht, dass die Transkription der e-Cyclase-dSRNA-Sequenzen unter Kontrolle eines blutenspezifischen Pro- 
motors oder noch bevorzugter unter Kontrolle eines blutenblattspezifischen Promotors erfolgt. 
[0062] In einer besonders bevorzugten -Aufuhrungsform erfolgt daher die Expression der dsRNA ausgehend 
von einem Expressionskonstrukt unter funktioneller Kontrolle eines blutenspezifischen Promotors, besonders 
bevorzugt unter der Kontrolle des Promotors beschrieben durch SEQ. ID. NO. 10 oder eines funktionell Squi- 
valenten Teils desselben. 

[0063] Die Expressionskassetten kodierend fur den "antisense"- und/oder den "sense"-Strang einer £-Cycla- 
se-dsRNA oder fur den selbstkomplementaren-Strang der dsRNA, werden dazu bevorzugt in einen Transfor- 
mationsvektor insertiert und mit den unten beschriebenen Verfahren in die pflanzliche Zelle eingebracht. Fur 
das erfindungsgemafte Verfahren ist eine stabile Insertion in das Genom vorteilhaft. 

[0064] Die dSRNA kann in einer Menge eingefuhrt werden, die zumindest eine Kopie pro Zelle ermoglicht. 
Hohere Mengen (z.B. mindestens 5, 10, 100, 500 oder 1000 Kopien pro Zelle) kdnnen ggf. eine effizienter Ver- 
minderung bewirken. 

[0065] Die Methoden der dsRNA, der Kosuppression mittels sense-RNA und der "VIGS" ("virus induced gene 
silencing") werden auch als "post-transcriptional gene silencing" (PTGS) oder transcriptional gene silencing" 
(TGS) bezeichnet. 

[0066] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafcen Verfahrens verwendet man als Pflan- 
ze eine Pflanze, ausgewahlt aus den Familien Ranunculaceae, Berberidaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, 
Rosaceae, Fabaceae, Linaceae, Vitaceae, Brassicaceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Caryophyllaceae, 
Amaranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprifoliaceae, Oleaceae, Tropaeolaceae, Solanaceae, Scro- 
phulariaceae, Asteraceae, Liliaceae, Amaryllidaceae, Poaceae, Orchidaceae, Malvaceae, llliaceae oder Lami- 
aceae. 

[0067] Besonders bevorzugt verwendet man als Pflanze eine Pflanze, ausgewahlt aus den Pflanzengattun- 
gen Marigold, Tagetes, Acacia, Aconituim, Adonis, Arnica, Aquilegia, Aster, Astragalus, Bignonia, Calendula, 
Caltha, Campanula, Canna, Centaurea, Cheiranthus, Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbita, Cy- 
tisus, Delonia, Delphinium, Dianthus, Dimorphotheca, Doronicum, Eschscholtzia, Forsythia, Fremontia, Gaza- 
nia, Gelsemium, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, Grevilla, Helenium, Helianthus, Hepatica, He- 
racleum, Hibiscus, Heliopsis, Hypericum, Hypochoeris, Impatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrus, 
Leontodon, Lilium, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, Medicago, Mimulus, Narcissus, Oenothe- 
ra, Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentilla, Pyracantha, Ranunculus, Rhododendron, 
Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Silphium, Sinapsis, Sorbus, Spartium, Tecoma, Torenia, Tragopogon, Trol- 
lius, Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, Viola oder Zinnia verwendet. 

[0068] Ganz besonders bevorzugt verwendet man als Pflanze eine Pflanze, ausgewahlt aus den Pflanzenar- 
ten Marigold, Tagetes erecta oder Tagetes patula. 

[0069] Im erfindungsgemaften Verfahren zur Herstellung von Zeaxanthin und/oder dessen biosynthetischen 
Zwischen- und/oder Folgeprodukten wird vorzugsweise dem Kultivierungsschritt der genetisch veranderten 
Pflanzen, im folgenden auch transgene Pflanzen bezeichnet, ein Ernten der Pflanzen und ein Isolieren von Ze- 
axanthin und/oder dessen biosynthetischen Zwischen- und/oder Folgeprodukten aus der Pflanze, besonders 
bevorzugt aus den BlutenblSttern der Pflanzen angeschlossen. 

[0070] Die transgenen Pflanzen werden in an sich bekannter Weise auf Nahrboden gezogen und entspre- 
chend geerntet. 

[0071] Die Isolierung von Zeaxanthin und/oder dessen biosynthetischen Zwischen- und/oder Folgeprodukten 
aus den geernteten Blutenbiattern erfolgt in an sich bekannter Weise, beispielsweise durch-Trocknung und an- 
schliefiender Extraktion und gegebenenfalls weiterer chemischer oder physikalischer Reinigungsprozesse, 
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wie beispielsweise Failungsmethoden, Kristallographie, thermische "Trennverfahren, wie Rektifizierverfahren 
oder physikalische Trennverfahren, wie beispielsweise Chromatographie. Die Isolierung von Zeaxanthin 
und/oder dessen biosynthetischen Zwischen- und/oder Folgeprodukten aus den BIQtenbiattern erfolgt bei- 
spielsweise bevorzugt durch organische LGsungsmittel wie Aceton, Hexan, Ether Oder tert.-Methylbutylether. 
[0072] Weitere Isolierverfahren von Ketocarotinoiden, insbesondere aus Blutenblattern, sind beispielsweise 
in Egger und Kleinig (Phytochemistry (1967) 6, 437-440) und Egger (Phytochemistry (1965) 4, 609-618) be- 
schrieben. 

[0073] Vorzugsweise sind die biosynthetischen Zwischen- und/oder Folgeprodukten von Zeaxanthin ausge- 
wahltaus der Gruppe Lycopin, p-Carotin, Astaxanthin, Canthaxanthin, Echinenon, 3-Hydroxyechinenon, 3-Hy- 
droxyechinenon, Adonirubin und Adonixanthin, Violaxanthin, Antheraxanthin, Neoxanthin, Capsorubin, Cap- 
santhin. 

[0074] Unter biosynthetischen Zwischenprodukten von Zeaxanthin werden Carotinoide verstanden, die im Bi- 
osyntheseschema auf dem biochemischen Weg zu Zeaxanthin liegen. Vorzugsweise sind diese Zwischenpro- 
dukte Lycopin und/oder 0-Carotin. 

[0075] Unter biosynthetischen Folgeprodukten von Zeaxanthin werden Carotinoide verstanden, die im Bio- 
syntheseschema von Zeaxanthin ableiten, wie beispielsweise Antheraxanthin, Violaxanthin und Neoxanthin. 
Unter biosynthetischen Folgeprodukten von Zeaxanthin werden aber auch insbesondere solche Carotinoide 
verstanden, die sich beispielsweise durch Einbringen weiterer enzymatischer Aktivitaten in die Pflanze biosyn- 
thetisch von Zeaxanthin und dessen Zwischenprodukten ableiten lassen. 

[0076] Beispielsweise kann durch Verursachung einer Ketolase-Aktivitat in genetisch veranderten Pflanzen, 
beispielsweise durch Einbringen von Nukleinsauren kodierend eine Ketolase in eine Ausgangspflanzen, die 
genetisch veranderte Pflanze in die Lage versetzt werden, ausgehend von Carotinoiden des p-Carotinoid-We- 
ges, wie beispielsweise p-Carotin Oder Zeaxanthin, Ketocarotinoide wie beispielsweise Astaxanthin, Cantha- 
xanthin, Echinenon, 3-Hydroxyechinenon, 3'-Hydroxyechinenon, Adonirubin oder Adonixanthin herzustellen. 
[0077] Unter biosynthetischen Folgeprodukten von Zeaxanthin werden daher auch insbesondere Astaxan- 
thin, Canthaxanthin, Echinenon, 3-Hydroxyechinenon, 3-Hydroxyechinenon, Adonirubin oder Adonixanthin 
verstanden. 

[0078] Ein besonders bevorzugtes Folgeprodukt von Zeaxanthin ist Astaxanthin. 

[0079] Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung von genetisch veranderten 
Pflanzen, dadurch gekennzeichnet, dass man Expressionskassetten, enthaltend ein vorstehend beschriebe- 
nes NukleinsSurekonstrukt in eine Ausgangspflanze einfuhrt. 

[0080] Die Expressionskassetten beinhalten Regulationssignale, also regulative NukleinsSuresequenzen, 
welche die Expression der kodierenden Sequenz in der Wirtszelle steuern. Gemafi einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform umfasst eine Expressionskassette stromaufwSrts, d.h. am 5'-Ende der kodierenden Sequenz, einen 
Promotor und stromabwarts, d.h. am 3'-Ende, ein Polyadenylierungssignal und gegebenenfalls weitere regu- 
latorische Elemente, welche mit der dazwischenliegenden kodierenden Sequenz fur mindestens eines der vor- 
stehend beschriebenen Gene operativ verknupft sind. Unter einer operativen Verknupfung versteht man die 
sequenzielle Anordnung von Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und ggf. weiterer regulativer Elemen- 
te derart, dass jedes der regulativen Elemente seine Funktion bei der Expression der kodierenden Sequenz 
bestimmungsgemafc erfullen kann. 

[0081] Im folgenden werden beispielhaft die bevorzugten Nukleinsaurekonstrukte, Expressionskassetten und 
Vektoren fur Pflanzen und Verfahren zur Herstellung von transgenen Pflanzen, sowie die transgenen Pflanzen 
selbst beschrieben. 

[0082] Die zur operativen Verknupfung bevorzugten aber nicht darauf beschrankten Sequenzen sind Targe- 
ting-Sequenzen zur GewShrleistung der subzellularen Lokalisation im Apoplasten, in derVakuole, in Plastiden, 
im Mitochondrium, im Endoplasmatischen Retiku-lum (ER), im Zellkern, in OlkOrperchen oder anderen Kom- 
partimenten und Translationsverstarker wie die 5*-Fuhrungssequenz aus dem Tabak-Mosaik-Virus (Gallie et 
al., Nucl. Acids Res. 15 (1987), 8693-8711). 

[0083] Als Promotoren der Expressionskassette ist grundsatzlich jeder Promotor geeignet, der die Expression 
von Fremdgenen in Pflanzen steuern kann. 

[0084] "Konstitutiver" Promotor meint solche Promotoren, die eine Expression in zahlreichen, bevorzugt alien, 
Geweben uber einen grdfieren Zeitraum der Pflanzenentwicklung, bevorzugt zu alien Zeitpunkten der Pflan- 
zenentwicklung, gewahrleisten. 

[0085] Vorzugsweise verwendet man insbesondere einen pflanzlichen Promotor oder einen Promotor, der ei- 
nem Pflanzenvirus entstammt. Insbesondere bevorzugt ist der Promotor des 35S-Transkriptes des CaMV Blu- 
menkohlmosaikvirus (Franck et al. (1980) Cell 21:285-294; Odell et al. (1985) Nature 313:810-812; Shewma- 
ker et al. (1985) Virology 140:281-288; Gardner et al. (1986) Plant Mol Biol 6:221-228) oder der 19S CaMV 
Promotor (US 5,352,605; WO 84/02913; Benfey et al. (1989) EMBO J 8:2195-2202). 

[0086] Ein weiterer geeigneter konstitutiver Promotor ist der pds Promoter (Pecker et al. (1992) Proc. Natl. 
Acad. Sci USA 89: 4962-4966) oder der "Rubisco small subunit (SSU) M -Promotor (US 4,962,028), der Legu- 
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minB-Promotor (GenBank Acc.-Nr. X03677), der Promoter der Nopalinsynthase aus Agrobacterium, der 
TR-Doppelpromotor, der OCS (Octopin Synthase) Promotor aus Agrobacterium, der Ubiquitin Promoter (Hol- 
torf S et al. (1995) Plant Mol Biol 29:637-649), den Ubiquitin 1 Promotor (Christensen et al. (1992) Plant Mol 
Biol 18:675-689; Bruce et al. (1989) Proc Natl Acad Sci USA 86:9692-9696), den Smas Promoter, den Cinna- 
mylalkoholdehydrogenase-Promotor (US 5,683,439), die Promotoren der vakuolSrer ATPase Untereinheiten 
Oder der Promotor eines prolinreichen Proteins aus Weizen (WO 91/13991), der Pnit-Promoter (Y07648.L, Hil- 
lebrand et al. (1998), Plant. Mol. Biol. 36, 89-99, Hillebrand etal. (1996), Gene, 170, 197-200) sowie weitere 
Promotoren von Genen, deren konstitutive Expression in Pflanzen dem Fachmann bekannt ist. 
[0087] Die Expressionskassetten konnen auch einen chemisch induzierbaren Promotor enthalten (Uber- 
sichtsartikel: Gatz et al. (1997) Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 48:89-108), durch den die Expression 
des Ketolase-Gens in der Pflanze zu einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert werden kann. Derartige Promoto- 
ren, wie z.B. der PRP1 Promotor (Ward et al. (1993) Plant Mol Biol 22:361-366), durch Salicylsaure induzier- 
barer Promotor (WO 95/19443), ein durch Benzolsulfonamid-induzierbarer Promotor (EP 0 388 186), ein durch 
Tetrazyklin-induzierbarer Promotor (Gatz et al. (1992) Plant J 2:397-404), ein durch AbscisinsSure induzierba- 
rer Promotor (EP 0 335 528) bzw. ein durch Ethanol- Oder Cyclohexanon-induzierbarer Promotor (WO 
93/21334) konnen ebenfalls verwendet werden. 

[0088] Ferner sind Promotoren bevorzugt, die durch biotischen Oder abiotischen Stress induziert werden wie 
beispielsweise der pathogen-induzierbare Promotor des PRP1-Gens (Ward et al. (1993) Plant Mol Biol 
22:361-366), der hitzeinduzierbare hsp70- Oder hsp80-Promoter aus Tomate (US 5,187,267), der kaiteindu- 
zierare alpha-Amy lase Promoter aus der Kartoffel (WO 96/12814), der licht-induzierbare PPDK Promotor oder 
der verwundungsinduzierte pinll-Promoter (EP375091 ). 

[0089] Pathogen-induzierbare Promotoren umfassen die von Genen, die infolge eines Pathogenbefalls indu- 
ziert werden wie beispielsweise Gene von PR-Proteinen, SAR-Proteinen, b-1,3-Glucanase, Chitinase usw. 
(beispielsweise Redolfi et al. (1983) Neth J Plant Pathol 89:245-254; Uknes, et al. (1992) The Plant Cell 
4:645-656; Van Loon (1985) Plant Mol Viral 4:111-116; Marineau etal. (1987) Plant Mol Biol 9:335-342; Matton 
et al. (1987) Molecular Plant-Microbe Interactions 2:325-342; Somssich et al. (1986) Proc Natl Acad Sci USA 
83 2427-2430; Somssich et al. (1988) Mol Gen Genetics 2:93-98; Chen et al. (1996) Plant J 10:955-966; 
Zhang and Sing (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:2507-2511; Warner, et al. (1993) Plant J 3:191-201; Sie- 
bertz et al. (1989) Plant Cell 1:961-968(1989). 

[0090] Umfasst sind auch verwundungs-induzierbare Promotoren wie der des pinll Gens (Ryan (1990) Ann 
Rev Phytopath 28:425-449; Duan et al. (1996) Nat Biotech 14:494-498), des wun1 und wun2-Gens (US 
5 428,148), des win1- und win2-Gens (Stanford et al. (1989) Mol Gen Genet 215:200-208), des Systemin (Mc- 
Gurl et al. (1992) Science 225:1570-1573), des WIP1-Gens (Rohmeier et al. (1993) Plant Mol Biol 22:783-792; 
Ekelkamp et al. (1993) FEBS Letters 323:73-76), des MPI-Gens (Corderok et al. (1994) The Plant J 
6(2):141-150) und dergleichen. 

[0091] Weitere geeignete Promotoren sind beispielsweise Fruchtreifungspezifische Promotoren, wie bei- 
spielsweise der Fruchtreifungspezifische Promotor aus Tomate (WO 94/21794, EP 409 625). Entwicklungsab- 
hangige Promotoren schliefct zum Teil die Gewebespezifischen Promotoren ein, da die Ausbildung einzelner 
Gewebe naturgemafc entwicklungsabhSngig erfolgt. 

[0092] Weiterhin sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt, die die Expression in Geweben oder Pflan- 
zenteilen sicherstellen, in denen beispielsweise die Biosynthese von Ketocarotinoiden bzw. dessen Vorstufen 
stattfindet. Bevorzugt sind beispielsweise Promotoren mit Spezifitaten fur die Antheren, Ovarien, Petalen, Se- 
palen, Bluten, Blatter, Stengel und Wurzeln und Kombinationen hieraus. 

[0093] Knollen-, Speicherwurzel- oder Wurzel-spezifische Promotoren sind beispielsweise der Patatin Pro- 
motor Klasse I (B33) oder der Promotor des Cathepsin D Inhibitors aus Kartoffel. 

[0094] Blattspezifische Promotoren sind beispielsweise der Promotor der cytosolischen FBPase aus Kartoffel 
(WO 97/05900), der SSU Promotor (small subunit) der Rubisco (Ribulose-l,5-bisphosphat-carboxylase) oder 
der ST-LSI Promotor aus Kartoffel (Stockhaus et al. (1989) EMBO J 8:2445-2451). 

[0095] Blutenspezifische Promotoren sind beispielsweise der Phytoen Synthase Promotor (WO 92/16635), 
der Promotor des P-rr Gens (WO 98/22593) oder besonders bevorzugt die modifizierte Version AP3P des blu- 
tenspezifischen Promoters AP3 aus Arabidopsis thaliana (AL1 32971: Nukleotidregion 9298-10200; Hill et al. 
(1998) Development 125: 1711-1721). 

[0096] Antheren-spezifische Promotoren sind beispielsweise der 5126-Promotor (US 5,689,049, US 
5,689,051), den glob-1 Promotor oder der g-Zein Promotor. 

[0097] Weitere zur Expression in Pflanzen geeignete Promotoren sind beschrieben in Rogers et al. (1987) 
Meth in Enzymol 153:253-277; Schardl etal. (1987) Gene 61:1-11 und Bergeretal. (1989) Proc Natl Acad Sci 
USA 86:8402-8406). 

[0098] Alle in der vorliegenden Anmeldung beschriebenen Promotoren ermoglichen in der Regel die Expres- 
sion der doppelstrSngige e-Cyclase-RibonukleinsSuresequenzen in den erfindungsgemafcen Pflanzen. 
[0099] Besonders bevorzugt im erfindungsgemafien Verfahren und in den erfindungsgemaRen genetisch ver- 
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anderten Pflanzen sind blcitenspezifische Promotoren. 

[0100] Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt vorzugsweise durch Fusion eines geeigneten Pro- 
motors mit einer vorstehend beschriebenen, eine doppelstrSngige e-Cyclase-Ribonukleinsauresequenz trans- 
kripierende, Nukleinsauresequenz und vorzugsweise einer zwischen Promotor und Nukleinsaure-Sequenz in- 
serierten NukleinsSure, die fur ein plastidenspezifischesTransitpeptid kodiert, sowieeinem Polyadenylierungs- 
signal nach gSmgigen Rekombinations- und Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. 
Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L. W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Mo- 
lecular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley-lnterscience (1987) beschrieben sind. Die vorzugsweise 
insertierte Nukleinsauren kodierend ein plastidares Transitpeptid, gewahrleisten die Lokalisation in Plastiden 
und insbesondere in Chromoplasten. 

[0101] Insbesondere bevorzugt ist das Transitpeptid, das von der plastiidSren Nicotiana tabacum Transketo- 
lase Oder einem anderen Transitpeptid (z.B. dem Transitpeptid der kleinen Untereinheit der Rubisco (rbcS) 
Oder der Ferredoxin NADP Oxidoreduktase als auch der Isopentenylpyrophosphat lsomerase-2) Oder dessen 
funktionellem Aquivalent abgeleitet ist. 

[0102] Besonders bevorzugt sind Nukleinsaure-Sequenzen von drei Kassetten des Plastiden-Transitpeptids 
der plastidaren Transketolase aus Tabak in drei Leserastern als Kpnl/BamHI Fragmente mit einem ATG-Kodon 
in der Ncol Schnittstelle: 

PTP09 

KpnI_GGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTCACTCTCTCTCAAGCTATCCTCTCTCGTTCTGTC 
CCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTTCTTCTCTCACTTTTTCCGGCCTTAA 
ATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCGTACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGTCG 
TAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCTCAGCTGCAACCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCGGGA 
TCC_BamHI 

pTPIO 

KpnI_GGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTCACTCTCTCTCAAGCTATCCTCTCTCGTTCTGTC 
CCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTTCTTCTCTCACTTTTTCCGGCCTTAA 
ATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCGTACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGTCG 
TAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCTCAGCTGCAACCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCGCTG 
GATCC_BamHI 

pTPll 

KpnI_GGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTCACTCTCTCTCAAGCTATCCTCTCTCGTTCTGTC 

CCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTTCTTCTCTCACTTTT^ 

ATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCGTACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGTCG 

TAAGGTCACCGGCGATTCGTGCCTCAGCTGCAACCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCGGGG 

ATCC^BamHI 

[0103] Weitere Beispiele fur ein plastidSres Transitpeptid sind das Transitpeptid der plastidaren Isopente- 
nyl-pyrophosphat lsomerase-2 (IPP-2) aus Arabidopsis thaliana und das Transitpeptid der kleinen Untereinheit 
der Ribulosebisphosphat Carboxylase (rbcS) aus Erbse (Guerineau, F, Woolston, S, Brooks, L, Mullineaux, P 
(1988) An expression cassettte for targeting foreign proteins into the chloroplstas. Nucl. Acids res. 16: 11380). 
[0104] Die erfindungsgemafien Nukleinsauren kennen synthetisch hergestellt Oder naturlich gewonnen sein 
Oder eine Mischung aus synthetischen und naturlichen Nukleins^ure-Bestandteilen enthalten, sowie aus ver- 
schiedenen heterologen Genabschnitten verschiedener Organismen bestehen. 

[0105] Beispiele fur einen Terminator sind der 35S-Terminator (Guerineau et al. (1988) Nucl Acids Res. 16: 
1 1 380), der nos Terminator (Depicker A, Stachel S, Dhaese P, Zambryski P, Goodman HM. Nopaline synthase: 
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transcript mapping and DNA sequence. J Mol Appl Genet. 1982; 1 (6):561-73) Oder der ocs Terminator (Gielen, 
J, de Beuckeleer, M, Seurinck, J, Debroek, H, de Greve, H, Lemmers, M, van Montagu, M, Schell, J (1984) The 
complete sequence of the TL-DNA of the Agrobacterium tumefaciens plasmid pTiRchS. EMBO J. 3: 835-846). 
[01 06] Ferner kSnnen Manipulationen, die passende Restriktionsschnittstellen bereitstellen Oder die uberflus- 
sige DNA oder Restriktionsschnittstellen entfernen, eingesetzt werden. Wo Insertionen, Deletionen oder Sub- 
stitutionen wie z.B. Transitionen und Transversionen in Frage kommen, kSnnen in vitro-Mutagenese, "primer- 
repair", Restriktion oder Ligation verwendet werden. 

[0107] Bei geeigneten Manipulationen, wie z.B. Restriktion, "chewingback" oder Auffulien von Oberhangen 
fur "bluntends", konnen komplementare Enden der Fragmente fur die Ligation zur Verfugung gestellt werden. 
[0108] Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Polyadenylierungssignale, vorzugsweise sol- 
che, die im wesentlichen T-DNA-Polyadenylierungssignale aus Agrobacterium tumefaciens, insbesondere des 
Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) des Ti-Plasmids pTiACHS entsprechen (Gielen et al. , EMBO J. 3 (1 984), 
835 ff) oder funktionelle Aquivalente. 

[0109] Die Obertragung von Nukleinsauresequenzen in das Genom einer Pflanze wird als Transformation be- 
zeichnet. 

[0110] Dazu konnen an sich bekannte Methoden zur Transformation und Regeneration von Pflanzen aus 
Pflanzengeweben oder Pflanzenzellen zur transienten oder stabilen Transformation genutzt werden. 
[0111] Geeignete Methoden zur Transformation von Pflanzen sind die Protoplastentransformation durch Po- 
lyethylenglykol-induzierte DNA-Aufnahme, das biolistische Verfahren mit der Genkanone - die sogenannte 
particle bombardment Methode, die Elektroporation, die Inkubation trockener Embryonen in DNA-haltiger L6- 
sung, die Mikroinjektion und der, vorstehend beschriebene, durch Agrobacterium vermittelte Gentransfer. Die 
genannten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes et al., Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic 
Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press (1993), 
128-143 sowie in Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205-225) beschrieben. 
[0112] Vorzugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor kloniert, der geeignet ist, Agrobac- 
terium tumefaciens zu transformieren, beispielsweise pBin19 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 12 (1984), 8711) 
Oder besonders bevorzugt pSUN2, pSUN3, pSUN4 oder pSUN5 (WO 02/00900). 

[0113] Mit einer Expressionskassette transformierte Agrobakterien konnen in bekannter Weise zur Transfor- 
mation von Pflanzen verwendet werden, z.B. indem verwundete Blatter oder Blattstucke in einer Agrobakteri- 
enlosung gebadet und anschlieftend in geeigneten Medien kultiviert werden. 

[0114] Zur bevorzugten Herstellung von genetisch veranderten Pflanzen, im folgenden auch transgene Pflan- 
zen bezeichnet, wird die fusionierte Expressionskassette in einen Vektor, beispielsweise pBin19 oder insbe- 
sondere pSUN5 kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu transformieren. 
[0115] Mit einem solchen Vektor transformierte Agrobakterien konnen dann in bekannter Weise zur Transfor- 
mation von Pflanzen, insbesondere von Kulturpflanzen verwendet werden, indem beispielsweise verwundete 
Blatter oder Blattstucke in einer AgrobakterienlSsung gebadet und anschlieftend in geeigneten Medien kulti- 
viert werden. 

[0116] Die Transformation von Pflanzen durch Agrobakterien ist unter anderem bekannt aus F.F White, Vec- 
tors for Gene Transfer in Higher Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgege- 
ben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press, 1993, S. 15-38. Aus den transformierten Zellen der verwun- 
deten Blatter bzw. Blattstucke konnen in bekannter Weise transgene Pflanzen regeneriert werden, die ein in 
die Expressionskassette integriertes Gen fur die Expression einer Nukleinsaure kodierend eine Ketolase ent- 
halten. 

[0117] Zur Transformation einer Wirtspflanze mit einer doppelstrangigen e-Cyclase-RibonukleinsSurese- 
quenz wird eine Expressionskassette als Insertion in einen rekombinanten Vektor eingebaut, dessen Vek- 
tor-DNA zusatzliche funktionelle Regulationssignale, beispielsweise Sequenzen fur Replikation oder Integrati- 
on enthait. Geeignete Vektoren sind unter anderem in "Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology" 
(CRC Press), Kap. 6/7, S. 71-119 (1993) beschrieben. 

[0118] Unter Verwendung der oben zitierten Rekombinations- und Klonierungstechniken konnen die Expres- 
sionskassetten in geeignete Vektoren kloniert werden, die ihre Vermehrung, beispielsweise in E. coli, ermogli- 
chen. Geeignete Klonierungsvektoren sind u.a. pJIT117 (Guerineau et al. (1988) Nucl. Acids Res. 16: 11 380), 
pBR332, pUC-Serien, M13mp-Serien und pACYC184. Besonders geeignet sind binare Vektoren, die sowohl 
in E. coli als auch in Agrobakterien replizieren konnen. 

[0119] Die Erfindung betrifft ferner die genetisch veranderten Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine 
durch doppelstrSngige e-Cyclase-Ribonukleinsauresequenzen verursachte reduzierte e-Cyclase-Aktivitat auf- 
weisen. 

[0120] Wie vorstehend erwahnt, enthalt die genetisch veranderte Pflanze in einer bevorzugten Ausfuhrungs- 
form eine RNA, die einen Bereich mit Doppel-Strang-Struktur aufweist und in diesem Bereich eine NukleinsSu- 
resequenz enthalt, die 

a) mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen £-Cyclase-Transkripts identisch ist und/oder 
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b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen e-Cyclase-Promotor-Sequenz identisch ist. 

[0121] Bevorzugte, genetisch veranderte Pflanze sind ausgewahlt aus den Familien Ranunculaceae, Berbe- 
ridaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, Linaceae, Vitaceae, Brassiceae, Cucurbi- 
taceae, Primulaceae, Caryophyllaceae, Amaranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprifoliaceae, Ole- 
aceae, Tropaeolaceae, Solanaceae, Scrophulariaceae, Asteraceae, Liliaceae, Amaryllidaceae, Poaceae, Or- 
chidaceae, Malvaceae, liliaceae oder Lamiaceae. 

[0122] Besonders bevorzugte, genetisch veranderte Pflanzen sind ausgewahlt aus den Pflanzengattungen 
Marigold, Tagetes, Acacia, Aconitim, Adonis, Arnica, Aqulegia, Aster, Astragalus, Bignonia, Calendula, Caltha, 
Campanula, Canna, Centaurea, Cheiranthus, Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbita, Cytisus, 
Delonia, Delphinium, Dianthus, Dimorphoteca, Doronicum, Escholtzia, Forsythia, Fremontia, Gazania, Gelse- 
mium, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, Grevilla, Helenium, Helianthus, Hepatica, Heracleum, 
Hisbiscus, Heliopsis, Hyperricum, Hypochoeris, Impatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leon- 
todon, Lilium, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, Medicago, Mimulus, Narcissus, Oenothera, 
Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentilla, Pyracantha, Ranunculus, Rhododendron, Ro- 
sa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Silphium, Sinapsis, Sorbus, Spartium, Tecoma, Torenia, Tragopogon, Trollius, 
Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, Viola oder Zinnia. 

[0123] Ganz besonders bevorzugte, genetisch veranderte Pflanze sind ausgewahlt aus den Pflanzengattun- 
gen Marigold, Tagetes errecta oder Tagetes patula. 

[0124] Die transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut, sowie deren Pflanzenzellen, -gewebe oder -teile, 
insbesondere deren Blutenblatter sind ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 
[0125] Die genetisch veranderten Pflanzen kOnnen, wie vorstehend beschrieben, zur Herstellung von Zea- 
xanthin und/oder dessen biosynthetischen Zwischen- und/oder Folgeprodukten, insbesondere zur Herstellung 
von Lycopin, p-Carotin, Astaxanthin, Canthaxanthin, Echinenon, 3-Hydroxyechinenon, 3'-Hydroxyechinenon, 
Adonirubin oder Adonixanthin und insbesondere zur Herstellung von Astaxanthin verwendet werden. 
[0126] Die erfindungsgemafcen genetisch veranderten Pflanzen weisen im Vergleich zum Wildtyp einen er- 
hehten Gehalt mindestens eines Carotinoids auf, ausgewahlt aus der Gruppe Zeaxanthin und/oder dessen bi- 
osynthetischen Zwischen- und/oder Folgeprodukten. 

[0127] Unter einem erhohten Gehalt wird in diesem Fall auch ein verursachter Gehalt an Ketocarotinoiden, 
bzw. Astaxanthin verstanden. 

[0128] Von Menschen und Tieren verzehrbare erfindungsgemafce, genetisch veranderte Pflanzen mit erhoh- 
tem Gehalt an Zeaxanthin und/oder dessen biosynthetischen Zwischen- und/oder Folgeprodukten konnen 
auch beispielsweise direkt oder nach an sich bekannter Prozessierung als Nahrungsmittel oder Futtermittel 
oder als Futter- und Nahrungserganzungsmittel verwendet werden. Ferner konnen die genetisch veranderten 
Pflanzen zur Herstellung von Carotinoidhaltigen Extrakten der Pflanzen und/oder zur Herstellung von Futter- 
und Nahrungserganzungsmitteln verwendet werden. 

[0129] Die genetisch veranderten Pflanzen konnen auch als Zierpflanzen im Horticulture-Bereich verwendet 
werden. 

[0130] Die Erfindung wird durch die nun folgenden Beispiele eriautert, ist aber nicht auf diese beschrankt: 

Allgemeine Experimented Bedingungen: 

Sequenzanalyse rekombinanter DNA 

[0131] Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekule erfolgte mit einem Laserfluoreszenz-DNA-Sequen- 
zierer der Firma Licor (Vertrieb durch MWG Biotech, Ebersbach) nach der Methode von Sanger (Sanger et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977), 5463-5467). 

Beispiel 1: Herstellung eines Klonierungsvektors zur Herstellung von doppelstrangigen e-Cyclase-Ribonukle- 
insauresequenz-Expressionskassetten fur die blutenspezifischen Expression von Epsilon-cyclase dSRNAS in 

Tagetes erecta 

[0132] Die Expression von Inverted-Repeat Transkripten bestehend aus Fragmenten der Epsilon-Cyclase in 
Tagetes erecta erfolgte unter Kontrolle einer modifizierten Version AP3P des blutenspezifischen Promoters 
AP3 aus Arabidopsis thaliana (AL132971: Nukleotidregion 9298-10200; Hill et al. (1998) Development 125: 
1711-1721) 

[0133] Das Inverted-Repeat Transkript enthait jeweils ein Fragment in korrekter Orientierung (Sense-Frag- 
ment) und ein sequenzidentisches Fragment in entgegengesetzter Orientierung (Antisense-Fragment), die 
durch ein funktionelles Intron, das PIV2 Intron des ST-LH1 Genes aus Kartoffel (Vancanneyt G. et al. (1990) 
Mol Gen Genet 220: 245-50) mit einander verbunden sind. 
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[0134] Die cDNA, die fur den AP3 Promoter (-902 bis +15) aus Arabidopsis thaliana kodiert, wurde mittels 
PCR unter Verwendung genomischer DNA (nach Standardmethode aus Arabidopsis thaliana isoliert) und der 
Primer PR7 (SEQ ID No. 15) und PR10 (SEQ ID No. 18) hergestellt. 
[0135] Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplifikation der DNA, die das AP3-Promoterfragment (-902 bis +15) kodiert, erfolgte in einem 
50 « I Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 pl genomischer DNA aus A. thaliana (1 :100 werd hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 mM PR7 (SEQ ID No. 15) 

- 0,2 mM PR10 (SEQ ID No. 18) 

- 5 pi 10 x PCR-Puffer (Stratagene) 

- 0,25 pi Pfu Polymerase (Stratagene) 

- 28,8 pl Aq. Dest. 

[0136] Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt: 
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[01 37] Das 922 Bp Amplifikat wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den PCR-Klonierungsvek- 
tor pCR 2.1 (Invitrogen) kloniert und das Plasmid pTAP3 erhalten. Sequenzierung des Klons pTAP3 bestatigte 
eine Sequenz, die sich lediglich in durch eine Insertion (ein G in Position 9765 der Sequenz AL1 32971) und 
einen Basenaustausch (ein G statt ein A in Position 9726 der Sequenz AL1 32971) von der publizierten AP3 
Sequenz (AL1 32971, Nukleotidregion 9298-10200) unterscheidet (Position 33: T statt G, Position 55: T statt 
G). Diese Nukleotidunterschiede wurden in einem unabhSngigen Amplifikationsexperiment reproduziert und 
reprasentieren somit die Nukleotidsequenz in der verwendeten Arabidopsis thaliana Pflanze. 
[0138] Die modifizierte Version AP3P wurde mittels rekombinanter PCR unter Verwendung des Plasmids 
pTAP3 hergestellt. Die Region 10200-9771 wurde mit den Primern PR7 (SEQ ID No. 15) und Primern PR9 
(SEQ ID No. 17) amplifiziert (Amplifikat A7/9), die Region 9526-9285 wurde mit den PR8 (SEQ ID No. 16) und 
PR10 (SEQ ID No. 18) amplifiziert (Amplifikat A8/10). 
[01 39] Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR-Reaktionen zur Amplifikation der DNA-Fragmente, die fur die Regionen Region 10200-9771 und 
9526-9285 des AP3 Promoters kodieren, erfolgte in 50 pl ReaktionsansStzen, in denen enthalten war: 

- 100 ng AP3 Amplifikat (oben beschrieben) 
-0,25 mM dNTPs 

- 0,2 mM PR7 (SEQ ID No. 15) bzw. PR8 (SEQ ID No. 16) 

- 0,2 mM PR9 (SEQ ID No. 17) bzw. PR10 (SEQ ID No. 18) 

- 5 pl 10 x PCR-Puffer (Stratagene) 

- 0,25 pl Pfu Taq Polymerase (Stratagene) 

- 28,8 pl Aq. Dest. 

[0140] Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt: 
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[0141] Die rekombinante PCR beinhaltet Annealing der sich uber eine Sequenz von 25 Nukleotiden Qberlap- 
penden Amplifikate A7/9 und A8/10, Vervollstandigung zu einem Doppelstrang und anschliefiende Amplifizie- 
rung. Dadurch entsteht eine modifizierte Version des AP3 Promoters, AP3P, in dem die Positionen 9670-9526 
deletiert sind. Die Denaturierung (5 min bei 95°C) und Annealing (langsame Abkuhlung bei Raumtemperatur 
auf 40°C) beider Amplifikate A7/9 und A8/1 0 erfolgte in einem 1 7.6 pl Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 
- 0,5 pg A7/9 
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-0,25pgA8/10 

[0142] Das Auffullen der 3'Enden (30 min bei 30°C) erfolgte in einem 20 «l Reaktionsansatz, in dem enthalten 
war: 

- 17,6 pl A7/9 und A8/10-Annealingsreaktion (hergestellt wie oben beschrieben) 
-50pMdNTPs 

- 2 pl 1 « Klenow Puffer 

- 2 U Klenow Enzym 

[0143] Die NukleinsSure kodierend fur die modifizierte Promoterversion AP3P wurde mittels PCR unter Ver- 
wendung eines sense spezifischen Primers (PR7 SEQ ID No. 15) und eines antisense spezifischen Primers 
(PR10 SEQ ID No. 18) amplifiziert. 
[0144] Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplifikation des AP3P Fragmentes erfolgte in einem 50 pi Reaktionsansatz, in dem enthalten 
war: 

- 1 pl Annealingsreaktion (hergestellt wie oben beschrieben) 
-0,25mMdNTPs 

-0,2mMPR7(SEQIDNo. 15) 

- 0,2 mM PR10 (SEQ ID No. 18) 

- 5 pi 10 x PCR-Puffer (Stratagene) 

- 0,25 pi Pfu Taq Polymerase (Stratagene) 
-28,8 pi Aq. Dest. 

[0145] Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefQhrt: 
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[0146] Die PCR-Amplifikation mit PR7, SEQ ID No. 15 und PR10 SEQ ID No. 18 resultierte in einem 778 Bp 
Fragment das fur die modifizierte Promoterversion AP3P kodiert. Das Amplifikat wurde in den Klonierungsvek- 
tor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen mit den Primern T7 und M13 bestatigten eine zur Sequenz 
AL1 32971, Region 10200-9298 identische Sequenz, wobei die interne Region 9285-9526 deletiert wurde. Die- 
se Klon wurde daher fur die Klonierung in den Expressionsvektor pJIT117 (Guerineau et al. 1988, Nucl. Acids 
Res. 16: 11380) verwendet. 

[0147] Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 771 Bp Sacl-Hindlll Fragmentes aus pTAP3P und Ligie- 
rung in den Sacl-Hindlll geschnittenen Vektor pJIT117. Der Klon, der den Promoter AP3P anstelle des ur- 
sprunglichen Promoters d35S enthait, heifit pJAP3P. 

[0148] Ein DNA-Fragment, das das PIV2 Intron des Gens ST-LS1 enthSlt wurde mittels PCR unter Verwen- 
dung von Plasmid-DNR p35SGUS INT (Vancanneyt G. et al.(1990) Mol Gen Genet 220: 245-50) sowie der 
Primer PR40 (Seq ID No. 20) und Primer PR41 (Seq ID No. 21) hergestellt. 
[0149] Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplifikation der Sequenz des Intron PIV2 des Gens ST-LS1 , erfolgte in einem 50 « I Reaktions- 
ansatz, in dem enthalten war: 

- 1 pl p35SGUS INT 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 pM PR40 (SEQ ID No. 20) 

- 0,2 pM PR41 (SEQ ID No. 21) 

- 5 pl 10 x PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,25 pl R Taq Polymerase (TAKARA) 
-28,8 pl Aq. Dest 

[01 50] Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefQhrt: 
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[0151] Die PCR-Amplifikation mit PR40 und PR41 resultierte in einem 206 Bp-Fragment. Unter Verwendung 

von Standardmethoden wurde das Amplifikat in den PCR-Klonierungsvektor pBluntll (Invitrogen) kloniert und 

der Klon pBluntll-40-41 erhalten. Sequenzierungen dieses Klons mit dem Primer SP6 bestatigte eine Sequenz, 

die identisch ist mit der entsprechenden Sequenz aus dem Vektor p35SGUS INT. 

[0152] Dieser Klon wurde daher fur die Klonierung in den Vektor pJAP3P (oben beschrieben). 

[0153] Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 206 Bp Sall-BamHI Fragmentes aus pBluntll-40-41 und 

Ligierung mit dem Sall-BamHI geschnittenen Vektor pJAP3P. Der Klon, der das Intron PIV2 des Gens ST-LS1 

in der korrekten Orientierung anschltefiend an das 3'Ende des rbcs Transitpeptides enthait, heiftt pJAM und ist 

geeignet, Expressionskassetten fur die blutenspezifische Expression von Inverted-Repeat Transkripten herzu- 

stellen. 

[0154] In der Abb. 2 beinhaltet Fragment AP3P den modifizierten AP3P Promoter (771 bp), Fragment rbcs 
das rbcS Transitpeptid aus Erbse (204 bp), Fragment intron das Intron PIV2 des Kartoffel-Gens ST-LS1, und 
Fragment term (761 Bp) das Polyadenylierungssignal von CaMV 

Beispiel 2: Herstellung von Inverted-Repeat-Expressionskassetten fur die blutenspezifische Expression von 
Epsiloncyclase dsRNAs in Tagetes erecta (gerichtet gegen die 5'Region der Epsilon-Cyclase cDNA) 

[0155] Die Nukleinsaure, die die 5'terminale 435bp Region der Epsilon-Cyclase cDNA (Genbank accession 
no. AF251016) enthait, wurde mittels polymerase chain reaction (PCR) aus Tagetes erecta cDNA unter Ver- 
wendung eines sense spezifischen Primers (PR42 SEQ ID No. 22) und eines antisense spezifischen Primers 
(PR43 SEQ ID No. 23) amplifiziert. Die 5'terminale 435 bp Region der Epsilon-Cyclase cDNA aus Tagetes 
erecta setzt sich zusammen aus 138 bp 5'Nicht-translatierter Sequenz (5*UTR) und 297 bp der dem N-Termi- 
nus entsprechenden kodierenden Region. 

[01 56] Fur die Preparation von Total-RNA aus Bluten von Tagetes wurden 1 0Omg der gefrorenen, pulverisier- 
ten Bluten in ein ReaktionsgefafS uberfuhrt und in 0,8 ml Trizol-Puffer (LifeTechnologies) aufgenommen. Die 
Suspension wurde mit 0,2 ml Chloroform extrahiert. Nach 15 minutiger Zentrifugation bei 12000 g wurde der 
wassrige Uberstand abgenommen und in ein neues ReaktionsgefSfi uberfuhrt und mit einem Volumen Ethanol 
extrahiert. Die RNA wurde mit einem Volumen Isopropanol gefallt, mit 75% Ethanol gewaschen und das Pellet 
in DEPC Wasser (uber Nacht Inkubation von Wasser mit 1/1000 Volumen Diethylpyrocarbonat bei Raumtem- 
peratur, anschliefiend autoklaviert) gelost. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt. Fur die cD- 
NA-Synthese wurden 2,5 « g Gesamt-RNA fur 10 min bei 60°C denaturiert, fur 2 min auf Eis abgekuhlt und 
mittels eines cDNA-Kits (Ready-to-go-you-prime-beads, Pharmacia Biotech) nach Herstellerangaben unter 
Verwendung eines antisense spezifischen Primers (PR17 SEQ ID No. 19) in cDNA umgeschrieben. 
[0157] Die Bedingungen der anschlieftenden PCR-Reaktionen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplifikation des PR42-PR43 DNA-Fragmentes, das die 5'terminale 435bp Region der Epsi- 
lon-Cyclase enthait, erfolgte in einem 50 pi Reaktionsansatz, in dem enthalten war 

- 1 pi cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 pM PR42 (SEQ ID No. 22) 

- 0,2 pM PR43 (SEQ ID No. 23) 

- 5 pi 10 x PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,25 pi R Taq Polymerase (TAKARA) 
-28,8 pi Aq. Dest. 

[0158] Die PCR zur Amplifikation des PR44-PR45 DNA-Fragmentes, das die 5'terminale 435 bp Region der 
Epsilon-Cyclase enthait, erfolgte in einem 50 pi Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 pi cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 pM PR44 (SEQ ID No. 24) 

- 0,2 pM PR45 (SEQ ID No. 25) 

- 5 pi 10 x PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,25 pi R Taq Polymerase (TAKARA) 
-28,8 pi Aq. Dest. 
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[0159] Die PCR-Reaktionen wurden unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefOhrt: 
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[0160] Die PCR-Amplifikation mit Primer PR42 und PR43 resultierte in einem 443 Bp-Fragment, die PCR-Am- 
plifikation mit Primer PR44 und PR45 resultierte in einem 444 Bp-Fragment. 

[0161] Die beiden Amplifikate, das PR42-PR43 (Hindlll-Sall sense) Fragment und das PR44-PR45 (Eco- 
RI-BamHI antisense) Fragment, wurden unter Verwendung von Standardmethoden in den PCR-Klonierungs- 
vektor pCR-Bluntll (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen mit dem Primer SP6 bestatigten jeweils eine zur pu- 
blizierten Sequenz AF251016 (SEQ ID No. 4) identische Sequenz abgesehen von den eingefOhrten Restrikti- 
onsstellen. Diese Klone wurde daher fur die Herstellung eines Inverted-Repeat Konstrukts in dem Klonierungs- 
vektor pJAH (siehe Beispiel 1) verwendet. 

[01 62] Der erste Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 444 Bp PR44-PR46 BamHI-EcoRI Fragmen- 
tes aus dem Klonierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit dem BamHI-EcoRI geschnittenen 
Vektor pJAH . Der Klon, der 5'terminale Region der Epsilon-Cyclase in der antisense Orientierung enthalt, heilit 
pJAI2. Durch die Ligation entsteht eine transkriptionelle Fusion zwischen dem antisense Fragment der 5'ter- 
minalen Region der Epsilon-Cyclase und dem Polyadenylierungssignal aus CaMV. 

[0163] Der zweite Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 443 Bp PR42-PR43 Hindlll-Sall Fragmen- 
tes aus dem Klonierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit dem Hindlll-Sall geschnittenen Vek- 
tor pJAI2. Der Klon, der 435 by 5'terminale Region der Epsilon-Cyclase cDNA in der sense Orientierung ent- 
halt, heiflt pJAI3. Durch die Ligation entsteht eine transkriptionelle Fusion zwischen dem AP3P und dem sense 
Fragment der 5'terminalen Region der Epsilon-Cyclase. 

[0164] Fur die Herstellung einer Inverted-Repeat Expressionskassette unter Kontrolle des CHRC-Promoters 
wurde ein CHRC-Promoterfragment unter Verwendung genomischer DNA aus Petuhie (nach Standardmetho- 
den hergestellt) sowie der Primer PRCHRC5 (SEQ ID No. 42) und PRCHRC3 (SEQ ID No. 43) amplifiziert. 
Das Amplifikat wurde in den Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen des resultieren- 
den Klons pCR2.1-CHRC mit den Primern M13 und T7 bestatigten eine zur Sequenz AF099501 identische Se- 
quenz. Dieser Klon wurde daher fur die Klonierung in den Expressionsvektor pJAI3 verwendet. 
[0165] Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 1537 bp Sacl-Hindlll Fragments aus pCR2.1-CHRC und 
Ligierung in den Sacl-Hindlll geschnittenen Vektor pJAI3. Der Klon, der den Promoter CHRC anstelle des ur- 
sprunglichen Promoters AP3P enthalt, heifct pJCI3. 

[0166] Die Herstellung der Expressionsvektoren fur die Agrobacterium-vermittelte Transformation der AP3P- 
bzw. CHRC-kontrollierten Inverted-Repeat Transkripts in Tagetes erecta erfolgte unter der Verwendung des bi- 
naren Vektors pSUN5 (WO02/00900). 

[0167] Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5AI3 wurde das 2622 bp Sacl-Xhol Fragment aus pJAI3 
mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert (Abb. 3, Konstruktkarte). 

[0168] In der Abb. 3 beinhaltet Fragment AP3P den modifizierten AP3P Promoter (771 bp), Fragment Ssense 
die 5'Region der Epsilon-Cyclase aus Tagetes erecta (435 bp) in Sense-Orientierung, Fragment intron das In- 
tron PIV2 des Kartoffel-Gens ST-LS1, Fragment 5anti die 5'Region der Epsilon-cyclase aus Tagetes erecta 
(435 bp) in antisense Orientierung, und Fragment term (761 Bp) das Polyadenylierungssignal von CaMV. 
[0169] Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5CI3 wurde das 3394 bp Sacl-Xhol Fragment aus pJCI3 
mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert (Abb. 4, Konstruktkarte). 

[0170] In der Abb. 4 beinhaltet Fragment CHRC den Promoter (1537 bp), Fragment 5sense die 5'Region der 
Epsilon-Cyclase aus Tagetes erecta (435 bp) in Sense-Orientierung, Fragment Intron das Intron PIV2 des Kar- 
toffel-Gens ST-LS1, Fragment 5anti die 5'Region der Epsilon-Cyclase aus Tapetes erecta (435 bp) in Antisen- 
se-Orientierung, und Fragment term (761 Bp) das Polyadenylierungssignal von CaMV. 

Beispiel 3: Herstellung einer Inverted-Repeat-Expressionskassette fur die blutenspezifische Expression von 
Epsiloncyclase dsRNAs in Tapetes erecta (gerichtet gegen die 3'Region der Epsilon-Cyclase cDNA) 

[0171] Die Nukleinsaure, die die 3'terminale Region (384 bp) der Epsilon-Cyclase cDNA (Genbank accession 
no. AF251016) enthalt wurde mittels polymerase chain reaction (PCR) aus Tapetes erecta cDNA unter Ver- 
wendung eines sense spezifischen Primers (PR46 SEQ ID No. 26) und eines antisense spezifischen Primers 
(PR47 SEQ ID No. 27) amplifiziert. Die 3'terminale Region (384 bp) der Epsilon-Cyclase cDNA aus Tapetes 
erecta setzt sich zusammen aus 140 bp 3'-Nicht-translatierter Sequenz (3 UTR) und 244 bp der dem C-Termi- 
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nus entsprechenden kodierenden Region. 

[01 72] Die Preparation von Total-RNA aus Bluten von Tapetes erolgte wie unter Beispiel 2 beschneben. 
[0173] Die cDNA Synthese erfolgte wie unter Beispiel 1 unter Verwendung des antisense spezifischen Pri- 
mers PR17 (SEQ ID No. 19) beschrieben. 

[0174] Die Bedingungen der anschlieftenden PCR-Reaktionen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplifikation des PR46-PR457 DNA-Fragmentes, das die 3'terminale 384 bp Region der Epsi- 
lon-Cyclase enthait, erfolgte in einem 50 pi Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 pi cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 |JM PR46 (SEQ ID No. 26) 

- 0,2 pM PR47 (SEQ ID No. 27) 

- 5 pi 10 x PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0 25 pi R Taq Polymerase (TAKARA) 
-28,8pl Aq. Dest. 

[0175] Die PCR zur Amplifikation des PR48-PR49 DNA-Fragmentes, das die 3'terminale 384 bp Region der 
Epsilon-Cyclase enthait, erfolgte in einem 50 al Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 pi cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 |JM PR48 (SEQ ID No. 28) 

- 0,2 pM PR49 (SEQ ID No. 29) 

- 5 pi 10 * PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,25 pi R Taq Polymerase (TAKARA) 
-28,8 pi Aq. Dest. 

[0176] Die PCR-Reaktionen wurden unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt: 
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[0177] Die PCR-Amplifikation mit SEQ ID No.26 und SEQ ID No. 27 resultierte in einem 392 Bp-Fragment, 
die PCR-Amplifikation mit SEQ ID No. 28 und SEQ ID No. 29 resultierte in einem 396 Bp-Fragment. 
[0178] Die beiden Amplifikate, das PR46-PR47 Fragment und das PR48-PR49 Fragment, wurden unter Ver- 
wendung von Standard methoden in den PCR-Klonierungsvektor pCR-B1 until (Invitrogen) kloniert. Sequenzie- 
rungen mit dem Primer SP6 bestatigten jeweils eine zur publizierten Sequenz AF251016 (SEQ ID No. 4) iden- 
tische Sequenz abgesehen von den eingefuhrten Restriktionsstellen. Diese Klone wurde daherfurdie Herstel- 
lung eines Inverted-Repeat Konstrukts in dem Klonierungsvektor pJAM (siehe Beispiel 1) verwendet. 
[0179] Dererste Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 396 Bp PR48-PR49 BamHI-EcoRI Fragmen- 
tes aus dem Klonierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit dem BamHI-EcoRI geschnittenen 
Vektor pJAI1 . Der Klon, der 3'terminale Region der Epsilon-Cyclase in der antisense Orientierung enthait, heifct 
pJAI4. Durch die Ligation entsteht eine transkriptionelle Fusion zwischen dem Antisense-Fragment der 3'ter- 
minale Region der Epsilon-Cyclase und dem Polyadenylierungssignal aus CaMV. 

[0180] Der zweite Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 392 Bp PR46-PR47 Hindlll-Sall Fragmen- 
tes aus dem Klonierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit dem Hindlll-Sall geschnittenen Vek- 
tor pJAI4. Der Klon, der 392 by 3'terminale Region der Epsilon-Cyclase cDNA in der sense Orientierung ent- 
h£lt, heifit pJAI5. Durch die Ligation entsteht eine transkriptionelle Fusion zwischen dem AP3P und dem Sen- 
se-Fragmente 3'terminale Region der Epsilon-Cyclase. 

[0181] Die Herstellung eines Expressionsvektors fur die Agrobacteriumvermittelte Transformation des 
AP3P-kontrollierten Inverted-Repeat Transkripts in Tagetes erecta erfolgte unter der Verwendung des binaren 
Vektors pSUNS (WO 02/00900). Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5AI5 wurde das 2523 bp Sa- 
cl-Xhol Fragment aus pJAI5 mit dem SacJ-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert (Abb. 5, Konstruktkarte). 
[0182] In der Abb. 5 beinhaltet Fragment AP3P den modifizierten AP3P Promoter (771 bp), Fragment sense 
die 3'region der Epsilon cyclase aus Tagetes erecta (435 bp) in sense Orientierung, Fragment intron das Intron 
IV2 des Kartoffel-Gens ST-LS1 , Fragment anti die 3'region der Epsilon cyclase aus Tagetes erecta (435 bp) in 
antisense Orientierung, und Fragment term (761 Bp) das Polyadenylierungssignal von CaMV. 
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Beispiel 4: Klonierung des Epsilon-Cyclase Promoters 

[0183] Ein 199 bp Fragment bzw. das 312 bp Fragment des Epsilon-Cyclase Promoters wurde durch zwei 
unabhangige Klonierungsstrategien, Inverse PCR (adaptiert Long et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 90: 10370) 
und TAIL-PCR (Liu Y-G. et al. (1995) Plant J. 8: 457^463) unter Verwendung genomischer DNA (nach Stan- 
dardmethode aus Tagetes erecta, Linie Orangenprinz, isbliert) isoliert. 

[0184] Fur den Inverse PCR-Ansatz wurden 2 ug genomische DNA in einem 25 ul Reaktionsansatz mit 
EcoRV und Rsal verdaut, anschliefcend auf 300 ul verdunnt und liber Nacht bei 16°C mit 3U Ligase religiert. 
Unter Verwendung der Primer PR50 (SEQ ID No. 30) und PR51 (SEQ ID No. 31) wurde durch PCR Amplifika- 
tion ein Fragment hergestellt, das, jeweils in Sense-Orientierung, 354 bp der Epsilon-Cyclase cDNA (Genbank 
Accession AF251 01 6), ligiert an 300 bp des Epsilon-Cyclase Promoters sowie 70 bp des 5'terminalen Bereichs 
der cDNA Epsilon-Cyclase enthalt (siehe Abb. 6). 
[0185] Die Bedingungen der PCR-Reaktionen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplifikation des PR50-PR51 DNA-Fragmentes, das unter anderem das 312 bp Promoterfrag- 
ment der Epsilon-Cyclase enthSIt, erfolgte in einem 50 pi Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 pi Ligationsansatz (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 pM PR50 (SEQ ID No. 30) 

- 0 2 pM PR51 (SEQ ID No. 31) 

- 5 pi 1 0 x PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,25 pi R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28,8 pi Aq. Dest. 

[0186] Die PCR-Reaktionen wurden unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt: 
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[0187] Die PCR-Amplifikation mit Primer PR50 und PR51 resultierte in einem 734 Bp-Fragment, das unter 
anderem das 312 bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase enthalt (Abb. 6). 

[0188] Das Amplifikat, wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den PCR-Klonierungsvektor 
pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen mit den Primern M13 und T7 ergaben die Sequenz SEQ ID No. 
11. Diese Sequenz wurde in einem unabhangigen Amplifikationsexperiment reproduziert und reprasentiert so- 
mit die Nukleotidsequenz in der verwendeten Tagetes erecta Linie Orangenprinz. 

[0189] Fur den TAIL-PCR Ansatz wurden drei sukzessive PCR-Reaktionen mit jeweils unterschiedlichen 
gen-spezifischen Primern (nested primers) durchgefuhrt. 

[0190] Die TAIL1-PCR erfolgte in einem 20 p1 Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 ng genomische DNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,2 mM jedes dNTPs 

- 0,2 pM PR60 (SEQ ID No. 32) 

- 0,2 pM AD1 (SEQ ID No. 35) 

- 2 pi 10 « PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,5 pi R Taq Polymerase (TAKARA) 

- mit Aq. Dest. auf 20 ul aufgefullt 

[0191] AD1 stellte dabei zunachst eine Mischung aus Primern der Sequenzen (a/c/g/t)tc- 
ga(g/c)t(a/t)t(g/c)g(a/t)gtt dar. 

[0192] Die PCR-Reaktion TAIL1 wurden unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt: 



17/53 



DE 102 38 979 A1 2004.02.26 



1 V 

-LA 


Q*3°p - 
•7 J V-» ♦ 


i 


Min . 


95°C: 


1 


Min. 












Sek. , 


62°C: 


1 


Min . / 


72°C: 


2 , 5 Min . 


1 V 
xA 






Sek - 


25°C: 


3 


Min. / 


ramp 


to 72°C in 3 Min. 




72°C • 


2 


5 Min 














y4 L, : 


xu 


beis. . , 






Mi n 


72°C • 


2 5 Min : 




94°C: 


10 


Sek. , 


68°C: 


1 


Min. , 


72°C: 


2 , 5 Min . ; 




94°C: 


10 


Sek. , 


29°C: 


1 


Min. , 


72°C: 


2,5 Min. 


IX 


72°C: 


5 


Min. 













[0193] Die TAIL2-PCR erfolgte in einem 21 pi Reaktionsansatz, in dem enthaiten war: 

- 1 ljI einer 1:50 Verdunnung des TAIL1-Reaktionsansatzes (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,8 mM dNTP 

- 0,2 pM PR61 (SEQ ID No. 33) 

- 0,2 pM AD1 (SEQ ID No. 35) 

- 2 pi 10 x PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,5 \}\ R Taq Polymerase (TAKARA) 

- mit Aq. Dest. auf 21 ul aufgefullt 

[0194] Die PCR-Reaktion TAIL2 wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefQhrt: 

12X 94°C: 10 Sekunden, 64 °C: 1 Minute, 72°C: 2.5 Minuten; 

94°C: 10 Sekunden, 64°C: 1 Minute, 72°C: 2.5 Minuten; 

94°C: 10 Sekunden, 29°C: 1 Minute, 72°C: 2.5 Minuten 
IX 72°C: 5 Minuten 

[0195] Die TAIL3-PCR erfolgte in einem 100 lj! Reaktionsansatz, in dem enthaiten war: 

- 1 pi einer 1:10 Verdunnung des TAIL2-Reaktionsansatzes (hergestellt wie oben beschrieben) 
-0 , 8 mM dNTP 

- 0,2 MM PR63 (SEQ ID No. 34) 

- 0,2 mM AD1 (SEQ ID No. 35) 

- 10 pi 10 * PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,5 Ml R Taq Polymerase (TAKARA) 

- mit Aq. Dest. auf 100 u1 aufgefullt 

[01 96] Die PCR-Reaktion TAIL3 wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt: 

20X 94°C: 15 Sekunden, 29°C: 3 0 Sekunden, 72°C: 2 Minuten 

IX 72°C: 5 Minuten 

[0197] Die PCR-Amplifikation mit Primer PR63 und AD1 resultierte in einem 280 Bp-Fragment, das unter an- 
derem das 199 bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase enthait (Abb. 7). 

[0198] Das Amplifikat, wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den PCR-Klonierungsvektor 
pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen mit den Primern M13 und T7 ergaben die Sequenz SEQ ID No. 
12. Diese Sequenz ist identisch mit der ecyclase Region innerhalb der Sequenz SEQ ID No. 11, die mit der 
IPCR Strategie isoliert wurde, und reprasentiert somit die Nukleotidsequenz in derverwendeten Tagetes erecta 
Linie Orangenprinz. 

[0199] Der pCR2.1-Klon, der das 312 bp Fragment (SEQ ID No. 11) des Epsilon-Cyclase Promoters, das 
durch die IPCR-Strategie isoliert wurde, enthait, heiflt pTA-ecycP und wurde fur die Herstellung der IR Kon- 
strukte verwendet. 

Beispiel 5: Herstellung einer Inverted-Repeat-Expressionskassette fur die blutenspezifische Expression von 
Epsilon-cyclase dsRNAs in Tagetes erecta (gerichtet gegen die Promoterregion der Epsilon-Cyclase cDNA). 

[0200] Die Expression von Inverted-Repeat Transkripten bestehend aus Promoterfragmenten der Epsi- 
lon-Cyclase in Tagetes erecta erfolgte unter Kontrolle einer modifizierten Version AP3P des blQtenspezifischen 
Promoters AP3 aus Arabidopsis (siehe Beispiel 1) Oder des blQtenspezifischen Promoters CHRC (Genbank 
accession no. AF099501). Das Inverted-Repeat Transkript enthait jeweils ein Epsilon-Cyclase-Promoterfrag- 
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ment in korrekter Orientierung (Sense-Fragment) und ein sequenzidentisches Epsilon-Cyclase-Promoterfrag- 
ment in entgegengesetzter Orientierung (Antisense-Fragment), die durch ein funktionefles Intron (siehe Bei- 
spiel 1) miteinander verbunden sind. 

[0201 ] Die Promoterfragmente wurde mittels PCR unter Verwendung von Plasmid-DNA (Klon pTA-ecycP, sie- 
he Beispiel 4) und der Primer PR124 (SEQ ID No. 36) und PR126 (SEQ ID No. 38) bzw. der Primer PR125 
(SEQ ID No. 37) und PR127 (SEQ ID No. 39) hergestellt. 
[0202] Die Bedingungen der PCR-Reaktionen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplifikation des PR124-PR126 DNA-Fragmentes, das das Promoterfragment der Epsilon-Cyc- 
lase enthalt, erfolgte in einem 50 jjI Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 pl cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 pM PR124 (SEQ ID No. 36) 

- 0,2 pM PR126 (SEQ ID No. 38) 

- 5 pi 1 0 x PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,25 pi R Taq Polymerase (TAKARA) 
-28,8 pi Aq. Dest. 

[0203] Die PCR zur Amplifikation des PR125-PR127 DNA-Fragmentes, das das 312bp Promoterfragment der 
Epsilon-Cyclase enthait, erfolgte in einem 50 pi Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 pi cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 
-0,25mMdNTPs 

- 0,2 pM PR125 (SEQ ID No. 37) 

- 0,2 pM PR127 (SEQ ID No. 39) 

- 5 pMO x PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,25 pi R Taq Polymerase (TAKARA) 
-28,8 pi Aq. Dest. 

[0204] Die PCR-Reaktionen wurden unter folgenden Zyklusbedingungeri durchgefuhrt: 

IX 94°C 2 Minuten 

35X 94°C 1 Minute 



[0205] Die PCR-Amplifikation mit Primer PR124 und PR126 resultierte in einem 358 Bp-Fragment, die 
PCR-Amplifikation mit Primer PR125 und PR127 resultierte in einem 361 Bp-Fragment. 
[0206] Die beiden Amplifikate, das PR124-PR126 (Hindlll-Sall sense) Fragment und das PR125-PR127 
(EcoRI-BamHI antisense) Fragment, wurden unter Verwendung von Standardmethoden in den PCR-Klonie- 
rungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen mit dem Primer SP6 bestatigten jeweils eine 
Sequenz, die abgesehen von den eingefuhrten Restriktionsstellen identisch istzu SEQ ID No. 11. Diese Klone 
wurden daherfur die Herstellung eines Inverted-Repeat Konstrukts in dem Klonierungsvektor pJAII (siehe Bei- 
spiel 1) verwendet. 

[0207] Dererste Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 358 Bp PR124-PR126 Hindlll-Sall Fragmen- 
tes aus dem Klonierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit dem BamHI-EcoRI geschnittenen 
Vektor pJAM. Der Klon, das Epsilon-Cyclase Promoterfragment in der sense Orientierung enthait, heiftt cs43. 
Durch die Ligation wird das Sense-Fragment des Epsilon-Cyclase Promoters zwischen den AP3P Promoter 
und das Intron eingefugt. 

[0208] Derzweite Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 361 Bp PR125-PR127 BamHI-EcoRI Frag- 
mentes aus dem Klonierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit BamHI-EcoRI geschnittenen 
Vektor cs43. Der Klon, der das Epsilon-Cyclase Promoterfragment in der antisense Orientierung enthait, heifit 
cs44. Durch die Ligation entsteht eine transkriptionelle Fusion zwischen dem Intron und dem Antisense-Frag- 
ment des Epsilon-Cyclase Promoters. 

[0209] Fur die Herstellung einer Inverted-Repeat Expressionskassette unter Kontrolle des CHRC-Promoters 
wurde ein CHRC-Promoterfragment unter Verwendung genomischer DNA aus Petunie (nach Standardmetho- 
den hergestellt) sowie der Primer PRCHRC3' (SEQ ID NO. 43) und PRCHRC5* (SEQ ID NO. 42) amplifiziert. 
Das Amplifikat wurde in den Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen des resultieren- 
den Klons pCR2.1-CHRC mit den Primern M13 undT7 bestatigten eine zur Sequenz AF099501 identische Se- 
quenz. Dieser Klon wurde daher fur die Klonierung in den Expressionsvektor cs44 verwendet. 
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[0210] Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 1537 bp Sacl-Hindlll Fragments aus pCR2.1-CHRC und 
Ligierung in den Sacl-Hindlll geschnittenen Vektor cs44. Der Klon, der den Promoter CHRC anstelle des ur- 
sprunglichen Promoters AP3P enthait, heifct cs45. 

[0211] Fur die Herstellung einer Inverted-Repeat Expressionskassette unter Kontrolle zweier Promotoren, 
des CHRC-Promoter und des AP3P-Promoters, wurde der AP3P-Promoter in antisense Orientierung an den 
3Terminus des Epsilon-Cyclase antisense Fragmentes in cs45 kloniert. Das AP3P-Promoterfragments aus 
pJAH wurde unter Verwendung der Primer PR128 und PR129 amplifiziert. Das Amplifikat wurde in den Klo- 
nierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Die Sequenzierung mit den Primern M13 und T7 bestatigten eine 
zur Sequenz SEQ ID No. 1 identische Sequenz. Dieser Klon pCR2.1-AP3PSX wurde fQr Herstellung einer In- 
verted-Repeat Expressionskassette unter Kontrolle zweier Promotoren verwendet. 

[0212] Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 771 bp Sall-Xhol Fragments aus pCR2.1-AP3PSX und 
Ligierung in den Xhol geschnittenen Vektor cs45. Der Klon, der 3'seitig des Inverted Repeats, den Promoter 
AP3P in antisense Orientierung enthait, heifctcs46. 

[0213] Die Herstellung der Expressionsvektoren fur die Agrobacterium-vermittelte Transformation des 
AP3P-kontrollierten Inverted-Repeat Transkripts in Tagetes erecta erfolgte unter der Verwendung des binfiren 
Vektors pSUNS (WO 02/00900). 

[0214] Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5RI7 wurde das 1685bp Sacl-Xhol Fragment aus cs44 mit 
dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert (Abb. 8, Konstruktkarte). 

[0215] In der Abb. 8 beinhaltet Fragment AP3P den modifizierten AP3P Promoter (771 bp), Fragment P-sen- 
se das 312 bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase in sense Orientierung, Fragment intron das Intron IV2 
des Kartoffel-Gens ST-LS1), und Fragment P-anti das 312 bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase in anti- 
sense Orientierung. 

[0216] Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5CI7 wurde das 2445bp Sacl-Xhol Fragment aus cs45 mit 
dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert (Abb. 9, Konstruktkarte). 

[0217] In der Abb. 9 beinhaltet Fragment CHRC den CHRC-Promoter (1537 bp), Fragment P-sense das 312 
bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase in sense Orientierung, Fragment intron das Intron IV2 des Kartof- 
fel-Gens ST-LS1), und Fragment P-anti das 312 bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase in antisense Ori- 
entierung. 

[0218] Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5CI7 wurde das 321 9bp Sacl-Xhol Fragment aus cs46 mit 
dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert (Abb. 10, Konstruktkarte) 

[0219] In der Abb. 10 beinhaltet Fragment CHRC den CHRC-Promoter (1537 bp), Fragment P-sense das 312 
bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase in sense Orientierung, Fragment intron das Intron IV2 des Kartof- 
fel-Gens ST-LS1), Fragment P-anti das 312 bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase in antisense Orientie- 
rung und das Fragment AP3P das 771 bp AP3P-Promoterfragment in antisense Orientierung. 

Beispiel 6: Herstellung transgener Tagetes Pflanzen 

[0220] Tagetessamen werden sterilisiert und auf Keimungsmedium (MS-Medium; Murashige and Skoog, 
Physiol. Plant. 15(1962), 473-497) pH 5,8, 2% Saccharose) aufgelegt. Die Keimung erfolgt in einem Tempe- 
ratur/Licht/Zeitintervall von 18 bis 28°C/20 bis 200 «E/3 bis 16 Wochen, bevorzugt jedoch bei 21°C, 20 bis 70 
«E, fur 4 bis 8 Wochen. 

[0221] Alle Blatter der sich bis dahin entwickelten in vitro Pflanzen werden geerntet und quer zur Mittelrippe 
geschnitten. Die dadurch entstehenden Blattexplantate mit einer GrSfce von 10 bis 60 mm 2 werden im Verlaufe 
der Preparation in flussigem MS-Medium bei Raumtemperatur fur maximal 2 h aufbewahrt. 
[0222] Der Agrobakterium tumefaciens Stamm EHA105 wurde mit dem Binarplasmid PSSAI3 transformiert. 
Die Anzucht des transformierten A. tumefaciens Stammes EHA1 05 erfolgte uber Nacht unter folgenden Bedin- 
gungen: Eine Einzelkolonie wurde in YEB (0,1% Hefeextrakt, 0,5% Rindfleischextrakt, 0,5% Pepton, 0,5% 
Saccharose, 0,5% Magnesiumsulfat x 7 H20) mit 25 mg/l Kanamycin angeimpft und bei 28°C fur 16 bis 20 h 
angezogen. Anschliefcend wurde die Bakteriensuspension durch Zentrifugation bei 6000 g fur 10 min geerntet 
und derail in flussigem MS Medium resuspendiert, dass eine OD 600 von ca. 0,1 bis 0,8 entstand. Diese Sus- 
pension wurde fur die Co-Kultivierung mit dem Blattmaterial verwendet. 

[0223] Unmittelbar vor der Co-Kultivierung wird das MS-Medium, in dem die Blatter aufbewahrt worden sind, 
durch die Bakteriensuspension ersetzt. Die Inkubation der Blattchen in der Agrobakteriensuspension erfolgte 
fur 30 min unter leichtem Schutteln bei Raumtemperatur. AnschlieGend werden die infizierten Explantate auf 
ein mit Agar (z.B. 0,8% Plant Agar (Duchefa, NL) verfestigtes MS-Medium mit Wachstumsregulatoren, wie bei- 
spielsweise 3 mg/l Benzylaminopurin (BAP) sowie 1 mg/l IndolylessigsSure (IAA) aufgelegt. Die Orientierung 
der Blatter auf dem Medium ist bedeutungslos. Die Kultivierung der Explantate findet fur 1 bis 8 Tage, bevor- 
zugt aber fur 6 Tage statt, dabei kCnnen folgende Bedingungen angewendet werden: Lichtintensitat: 30 bis 80 
«Mol/m 2 * sec, Temperatur: 22 bis 24°C, hell/dunkel Wechsel von 16/8 Stunden. Anschliefcend werden die 
co-kultivierten Explantate auf frisches MS-Medium, bevorzugt mit den gleichen Wachstumsregulatoren uber- 
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tragen, wobei dieses zweite Medium zusatzlich ein Antibiotikum zur Unterdrukkung des Bakterienwachstums 
enthalt. Timentin in einer Konzentration von 200 bis 500 mg/l ist fur diesen Zweck sehr geeignet. Als zweite 
selektive Komponente wird eine fur die Selektion des Transformationserfolges eingesetzt. Phosphinothricin in 
einer Konzentration von 1 bis 5 mg/l selektiert sehr effizient, aber auch andere selektive Komponenten gemafi 
des zu verwendenden Verfahrens sind denkbar. 

[0224] Nach jeweils ein bis drei Wochen erfolgt der Transfer der Explantate auf frisches Medium bis sich 
Sprossknospen und kleine Sprosse entwickeln, die dann auf das gleiche Basalmedium einschliefilich Timentin 
und PPT Oder alternative Komponenten mit Wachstumsregulatoren, nSmlich z.B. 0,5 mg/l IndolylbuttersSure 
(IBA) und 0,5 mg/l GibberillinsSure GA 3 , zur Bewurzelung ubertragen werden. Bewurzelte Sprosse kGnnen ins 
Gewachshaus uberfuhrt werden. 

[0225] Zusatzlich zu der beschriebenen Methode sind folgende vorteilhafte Modifikationen mGglich: 

- Bevor die Explantate mit den Bakterien infiziert werden, kSnnen sie fur 1 bis 12 Tage, bevorzugt 3 bis 4, 
auf das oben beschriebene Medium fur die Co-Kultur vorinkubiert werden. AnschliefSend erfolgt die Infekti- 
on, Co-Kultur und selektive Regeneration wie oben beschrieben. 

- Der pH Wert fur die Regeneration (normalerweise 5,8) kann auf pH 5,2 gesenkt werden. Dadurch wird die 
Kontrolle des Agrobakterienwachstums verbessert. 

- Die Zugabe von AgNO a (3 bis 1 0 mg/l) zum Regenerationsmedium verbessert den Zustand der Kultur ein- 
schliefilich der Regeneration selbst. 

- Komponenten, die die Phenolbildung reduzieren und dem Fachmann bekannt sind, wie z.B. ZitronensSu- 
re, Ascorbinsaure, PVP u.v.a.m., wirken sich positiv auf die Kultur aus. 

- Fur das gesamte Verfahren kann auch flussiges Kulturmedium Verwendung finden. Die Kultur kann auch 
auf handelsublichen Tragern, die auf dem flussigen Medium position iert werden inkubiert werden. 

[0226] Gemafl der oben beschriebenen Transformationsmethode wurden mit folgenden Expressionskonst- 
rukten folgende Linien erhalten: 

Mit pS5AI3 wurde erhalten: CS30-1 , CS30-3 und CS30-4 

Beispiel 7: Charakterisierung der transgenen Pflanzen 

[0227] Das Blutenmaterial der transgenen Tagetes erecta Pflanzen aus Beispiel 6 wurde in flussigem Stick- 
stoff gemorsert und das Pulver (etwa 250 bis 500 mg) mit 100% Aceton extrahiert (dreimal je 500 ul). Das L6- 
sungsmittel wurde evaporiert und die Carotinoide in 100 ul Aceton resuspendiert: 

[0228] Mittels einer C30-reverse phase-SSule konnte zwischen Mono- und Diestern der Carotinoide unter- 
schieden werden. HPLC-Laufbedingungen waren nahezu identisch mit einer publizierten Methode (Frazer et 
al. (2000), Plant Journal 24(4): 551-558). Eine Identifizierung der Carotinoide war aufgrund der UV-VIS-Spek- 
tren mOglich. 

[0229] Tabelle 1 zeigt das Carotinoidprofil in Tagetespetalen der gemafc der vorstehend beschriebenen Bei- 
spiele hergestellten transgenen Tagetes- und Kontrolltagetespflanzen. Alle Carotinoidmengen sind in [«g/g] 
Frischgewicht angegeben, prozentuale Veranderungen gegenuber der Kontrollpflanze sind in Klammern an- 
gegeben. 

[0230] Im Vergleich zur genetisch nicht veranderten Kontrollpflanze, weisen die genetisch veranderten Pflan- 
zen einen deutlich erhOhten Gehalt an Carotinoiden des "P-Carotin-Weges", wie beispielsweise p-Carotin und 
Zeaxanthin und einen deutlich reduzierten Gehalt an Carotinoiden des "a-Carotin-Weges", wie beispielsweise 
Lutein auf. 



Tabelle 1 



Pflanze 


Lutein 


b-Carotin 


Zeaxanthin 


Violaxanthin 


Gesamt— Carotinoide 


Kontrolle 


260 


4,8 


2,7 


36 


304 


CS30-1 


35 (-86%) 


13 (+170%) 


4,4 (+62%) 


59 (+63%) 


111 (-63%) 


Kontrolle 


456 


6,4 


6,9 


58 


527 


CS30-3 


62 (-86%) 


13 (+103%) 


8,9 (+29%) 


75 (+29%) 


159 (-70%) 


CS30-4 


68 (-85%) 


9,1 (+42%) 


5,7 (-17%) 


61 (+5%) 


144 (-73%) 


Kontrolle 


280 


4,1 


2,6 


42 


329 


CS 32-9 


69 (-75%) 


5,5 (+34%) 


23 (-12%) 


25 (-38%) 


102 (-69%) 
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Vergleichsbeispiel 1: Reduzierung der e-Cyciase-Aktivitat in Tagetes erecta durch Antisense 

[0231] Unter Verwendung herkommlicher, dem Fachmann bekannter Methoden wurde als Vergleichsbeispiel 
eine Tagetes erecta Antisense-Linie CS32-9 hergestellt bei der die Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat durch 
Antisense erfolgte. Das Carotinoidprofil dieser Linie (CS32-9), gemessen nach vorstehend beschriebener Me- 
thode ist ebenfalls in Tabelle 1 dargestellt. 

SEQUENCE LISTING 

<110> SunGene GmbH & Co KGaA 

<120> Verfahren zur Herstellung von Zeaxanthin und/oder dessen biosynthetischen 
Zwischenn- und/oder Folgeprodukten 



<130> 


NAE 439/02 


<160> 


43 


<170> 


Patent In version 3.1 


<210> 


1 


<211> 


777 


<212> 


DNA 


<213> 


Arabidopsis thaliana 


<220> 




<221> 


promoter 


<222> 


(1) . . (777) 


<223> 




<400> 


1 



gagctcactc 


actgatttcc 


attgcttgaa 


aattgatgat 


gaactaagat 


caatccatgt 


60 


tagtttcaaa acaacagtaa 


ctgtggccaa 


cttagttttg 


aaacaacact 


aactggtcga 


120 


agcaaaaaga 


aaaaagagtt 


tcatcatata 


tctgatttga 


tggactgttt 


ggagttagga 


180 


ccaaacatta 


tctacaaaca 


aagacttttc 


tcctaacttg 


tgattccttc 


ttaaacccta 


240 


ggggtaatat 


tctattttcc 


aaggatcttt 


agttaaaggc 


aaatccggga 


aattattgta 


300 


atcatttggg gaaacatata 


aaagatttga 


gttagatgga 


agtgacgatt 


aatccaaaca 


360 


tatatatctc 


tttcttctta 


tttcccaaat 


taacagacaa 


aagtagaata 


ttggctttta 


420 


acaccaatat 


aaaaacttgc 


ttcacaccta 


aacacttttg 


tttactttag 


ggtaagtgca 


480 


aaaagccaac 


caaatccacc 


tgcactgatt 


tgacgtttac 


aaacgccgtt 


aagtcgatgt 


540 


ccgttgattt 


aaacagtgtc 


ttgtaattaa 


aaaaatcagt 


ttacataaat 


ggaaaattta 


600 


tcacttagtt 


ttcatcaact 


tctgaactta 


cctttcatgg 


attaggcaat 


actttccatt 


660 


tttagtaact 


caagtggacc 


ctttacttct 


tcaactccat 


ctctctcttt 


ctatttcact 


720 


tctttcttct 


cattatatct 


cttgtcctct 


ccaccaaatc 


tcttcaacaa 


aaagctt 


777 



<210> 2 

<211> 195 

<212> DNA 

<213> Kartoffel 
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<220> 

<221> Intron 

<222> (1)..(195) 
<223> 



<400> 2 

tacgtaagtt tctgcttcta cctttgatat atatataata attatcatta attagtagta 60 

atataatatt tcaaatattt ttttcaaaat aaaagaatgt agtatatagc aattgctttt 120 

ctgtagttta taagtgtgta tattttaatt tataactttt ctaatatatg accaaaattt 180 

gttgatgtgc agctg 195 



<210> 3 

<211> 212 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 



<220> 

<221> Intron 
<222> (1) . . (212) 
<223> 

<400> 3 

gtcgactacg taagtttctg cttctacctt tgatatatat ataataatta tcattaatta 60 

gtagtaatat aatatttcaa atattttttt caaaataaaa gaatgtagta tatagcaatt 120 

gcttttctgt agtttataag tgtgtatatt ttaatttata acttttctaa tatatgacca 180 



aaatttgttg atgtgcaggt atcaccggat cc 



<210> 4 

<211> 1830 

<212> DNA 

<213> Tagetes erecta 



212 



<220> 

<221> CDS 

<222> (141) . . (1691) 

<223> 

<400> 4 

ggcacgaggc aaagcaaagg ttgtttgttg ttgttgttga gagacactcc aatccaaaca 60 

gatacaaggc gtgactggat atttctctct cgttcctaac aacagcaacg aagaagaaaa 120 

agaatcatta ctaacaatca atg agt atg aga get gga cac atg acg gca aca 173 

Met Ser Met Arg Ala Gly His Met Thr Ala Thr 
1 5 10 



23/53 



DE 102 38 979 A1 2004.02.26 

atg gcg get ttt aca tgc cct agg ttt atg act age ate aga tac acg 221 
Met Ala Ala Phe Thr Cys Pro Arg Phe Met Thr Ser He Arg Tyr Thr 
15 20 25 



aag caa att aag tgc aac get get aaa age cag eta gtc gtt aaa caa 
Lys Gin He Lys Cys Asn Ala Ala Lys Ser Gin Leu Val Val Lys Gin 
30 35 40 



ctt ttt gtt caa atg caa cag aat aag tec atg gat gca cag tct age 
Leu Phe Val Gin Met Gin Gin Asn Lys Ser Met Asp Ala Gin Ser Ser 

65 70 75 



60 



aac tgt ata ctg gat ttg gtt gta att ggt tgt ggt cct get ggc ctt 
Asn Cys He Leu Asp Leu Val Val He Gly Cys Gly Pro Ala Gly Leu 
95 100 105 

get ctt get gga gaa tea gec aag eta ggc ttg aat gtc gca ctt ate 
Ala Leu Ala Gly Glu Ser Ala Lys Leu Gly Leu Asn Val Ala Leu He 
110 115 120 

ggc cct gat ctt cct ttt aca aat aac tat ggt gtt tgg gag gat gaa 
Gly Pro Asp Leu Pro Phe Thr Asn Asn Tyr Gly Val Trp Glu Asp Glu 
125 130 135 

ttt ata ggt ctt gga ctt gag ggc tgt att gaa cat gtt tgg cga gat 
Phe He Gly Leu Gly Leu Glu Gly Cys He Glu His Val Trp Arg Asp 
140 145 150 155 

act gta gta tat ctt gat gac aac gat ccc att etc ata ggt cgt gec 
Thr Val Val Tyr Leu Asp Asp Asn Asp Pro He Leu He Gly Arg Ala 
160 165 170 

tat gga cga gtt agt cgt gat tta ctt cac gag gag ttg ttg act agg 
Tyr Gly Arg Val Ser Arg Asp Leu Leu His Glu Glu Leu Leu Thr Arg 
175 180 185 



act gaa get cca aat ggc eta agt etc ata gag tgt gaa ggc aat ate 
Thr Glu Ala Pro Asn Gly Leu Ser Leu He Glu Cys Glu Gly Asn He 
205 210 215 

aca att cca tgc agg ctt get act gtc get tct gga gca get tct gga 
Thr He Pro Cys Arg Leu Ala Thr Val Ala Ser Gly Ala Ala Ser Gly 
220 225 230 235 

aaa ctt ttg cag tat gaa ctt ggc ggt ccc cgt gtt tgc gtt caa aca 



269 



gag att gag gag gaa gaa gat tat gtg aaa gee ggt gga teg gag ctg 317 
Glu He Glu Glu Glu Glu Asp Tyr Val Lys Ala Gly Gly Ser Glu Leu 
45 50 55 



365 



eta tec caa aag etc cca agg gta cca ata gga gga gga gga gac agt 413 
Leu Ser Gin Lys Leu Pro Arg Val Pro He Gly Gly Gly Gly Asp Ser 
80 85 90 



461 



509 



557 



605 



653 



701 



tgc atg gag tea ggc gtt tea tat ctg age tec aaa gtg gaa egg att 749 
Cys Met Glu Ser Gly Val Ser Tyr Leu Ser Ser Lys Val Glu Arg He 
190 195 200 



797 



845 



893 
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Lys Leu Leu Gin Tyr Glu Leu Gly Gly Pro Arg Val Cys Val Gin Thr 
240 245 250 

get tat ggt ata gag gtt gag gtt gaa age ata ccc tat gat cca age 
Ala Tyr Gly lie Glu Val Glu Val Glu Ser lie Pro Tyr Asp Pro Ser 
255 260 265 

eta atg gtt ttc atg gat tat aga gac tac ace aaa cat aaa tct caa 
Leu Met Val Phe Met Asp Tyr Arg Asp Tyr Thr Lys His Lys Ser Gin 
270 275 280 

tea eta gaa gca caa tat cca aca ttt ttg tat gtc atg cca atg tct 
Ser Leu Glu Ala Gin Tyr Pro Thr Phe Leu Tyr Val Met Pro Met Ser 
285 290 295 

cca act aaa gta ttc ttt gag gaa act tgt ttg get tea aaa gag gec 
Pro Thr Lys Val Phe Phe Glu Glu Thr Cys Leu Ala Ser Lys Glu Ala 
300 305 310 315 

atg cct ttt gag tta ttg aag aca aaa etc atg tea aga tta aag act 
Met Pro Phe Glu Leu Leu Lys Thr Lys Leu Met Ser Arg Leu Lys Thr 
320 325 330 

atg ggg ate cga ata ace aaa act tat gaa gag gaa tgg tea tat att 
Met Gly lie Arg He Thr Lys Thr Tyr Glu Glu Glu Trp Ser Tyr He 
335 340 345 

cca gta ggt gga tec tta cca aat ace gag caa aag aac ctt gca ttt 
Pro Val Gly Gly Ser Leu Pro Asn Thr Glu Gin Lys Asn Leu Ala Phe 
350 355 360 

ggt get get get age atg gtg cat cca gee aca gga tat teg gtt gta 
Gly Ala Ala Ala Ser Met Val His Pro Ala Thr Gly Tyr Ser Val Val 
365 370 375 

aga tea ctg tea gaa get cct aat tat gca gca gta att gca aag att 
Arg Ser Leu Ser Glu Ala Pro Asn Tyr Ala Ala Val He Ala Lys He 
380 385 390 395 

tta ggg aaa gga aat tea aaa cag atg ctt gat cat gga aga tac aca 
Leu Gly Lys Gly Asn Ser Lys Gin Met Leu Asp His Gly Arg Tyr Thr 
400 405 410 

ace aac ate tea aag caa get tgg gaa aca ctt tgg ccc ctt gaa agg 
Thr Asn He Ser Lys Gin Ala Trp Glu Thr Leu Trp Pro Leu Glu Arg 
415 420 425 

aaa aga cag aga gca ttc ttt etc ttt gga tta gca ctg att gtc cag 
Lys Arg Gin Arg Ala Phe Phe Leu Phe Gly Leu Ala Leu He Val Gin 
430 435 440 

atg gat att gag ggg ace cgc aca ttc ttc egg act ttc ttc cgc ttg 
Met Asp He Glu Gly Thr Arg Thr Phe Phe Arg Thr Phe Phe Arg Leu 
445 450 455 

ccc aca tgg atg tgg tgg ggg ttt ctt gga tct teg tta tea tea act 
Pro Thr Trp Met Trp Trp Gly Phe Leu Gly Ser Ser Leu Ser Ser Thr 
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465 470 



475 



gac ttg ata ata ttt gcg ttt tac atg ttt etc ata gca ccg cat age 1613 
Asp Leu He He Phe Ala Phe Tyr Met Phe lie He Ala Pro His Ser 
480 485 490 

ctg aga atg ggt ctg gtt aga cat ttg ctt tct gac ccg aca gga gga 1661 
Leu Arg Met Gly Leu Val Arg His Leu Leu Ser Asp Pro Thr Gly Gly 
495 500 505 

aca atg tta aaa gcg tat etc acg ata taa c.taactctag tegegatcag 1711 
Thr Met Leu Lys Ala Tyr Leu Thr He 
510 515 

tttagattat aggcacatct tgcatatata tatgtatiiaa ccttatgtgt gctgtatcct 1771 

tacatcaaca cagtcattaa ttgtatttct tggggtaatg ctgatgaagt attttctgg 1830 



<210> 5 

<211> 516 

<212> PRT 

<213> Tagetes erecta 

<400> 5 

Met Ser Met Arg Ala Gly His Met Thr Ala Chr Met Ala Ala Phe Thr 
1 5 10 15 



Cys Pro Arg Phe Met Thr Ser He Arg Tyr rhr Lys Gin He Lys Cys 
20 25 30 



Asn Ala Ala Lys Ser Gin Leu Val Val Lys 31n Glu He Glu Glu Glu 
35 40 45 



Glu Asp Tyr Val Lys Ala Gly Gly Ser Glu Leu Leu Phe Val Gin Met 
50 55 60 



Gin Gin Asn Lys Ser Met Asp Ala Gin Ser Ser Leu Ser Gin Lys Leu 
65 70 75 80 



Pro Arg Val Pro He Gly Gly Gly Gly Asp Ser Asn Cys He Leu Asp 
85 90 95 



Leu Val Val He Gly Cys Gly Pro Ala Gly Leu Ala Leu Ala Gly Glu 
100 105 110 



Ser Ala Lys Leu Gly Leu Asn Val Ala Leu He Gly Pro Asp Leu Pro 
115 120 125 
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Phe Thr Asn Asn Tyr Gly Val Trp Glu Asp Glu Phe lie Gly Leu Gly 
130 135 140 



Leu Glu Gly Cys lie Glu His Val Trp Arg Asp Thr Val Val Tyr Leu 
145 150 155 ^ 160 



Asp Asp Asn Asp Pro lie Leu lie Gly Arg Ala Tyr Gly Arg Val Ser 

165 170 ■ ■ ' 175 



Arg Asp Leu Leu His Glu Glu Leu Leu Thr Arg Cys Met Glu Ser Gly 
180 185 " 190 



Val Ser Tyr Leu Ser Ser Lys Val Glu Arg lie Thr Glu Ala Pro Asn 
195 200 205 



Gly Leu Ser Leu lie Glu Cys Glu Gly Asn lie Thr lie Pro Cys Arg 
210 215 220 



Leu Ala Thr Val Ala Ser Gly Ala Ala Ser Gly Lys Leu Leu Gin Tyr 
225 230 235 240 



Glu Leu Gly Gly Pro Arg Val Cys Val Gin Thr Ala Tyr Gly lie Glu 
245 250 255 



Val Glu Val Glu Ser lie Pro Tyr Asp Pro Ser Leu Met Val Phe Met 
260 265 270 



Asp Tyr Arg Asp Tyr Thr Lys His Lys Ser Gin Ser Leu Glu Ala Gin 
275 280 285 



Tyr Pro Thr Phe Leu Tyr Val Met Pro Met Ser Pro Thr Lys Val Phe 
290 295 300 



Phe Glu Glu Thr Cys Leu Ala Ser Lys Glu Ala Met Pro Phe Glu Leu 
305 310 315 320 



Leu Lys Thr Lys Leu Met Ser Arg Leu Lys Thr Met Gly lie Arg lie 
325 330 335 



Thr Lys Thr Tyr Glu Glu Glu Trp Ser Tyr lie Pro Val Gly Gly Ser 
340 345 350 
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Leu Pro Asn Thr Glu Gin Lys Asn Leu Ala Phe Gly Ala Ala Ala Ser 
355 360 365 



Met Val His Pro Ala Thr Gly Tyr Ser Val Val Arg Ser Leu Ser Glu 
370 375 380 



Ala Pro Asn Tyr Ala Ala Val lie Ala Lys lie Leu Gly Lys Gly Asn 
385 390 395 400 



Ser Lys Gin Met Leu Asp His Gly Arg Tyr Thr Thr Asn lie Ser Lys 
405 410 415 



Gin Ala Trp Glu Thr Leu Trp Pro Leu Glu Arg Lys Arg Gin Arg Ala 
420 425 430 



Phe Phe Leu Phe Gly Leu Ala Leu lie Val Gin Met Asp lie Glu Gly 
435 440 445 



Thr Arg Thr Phe Phe Arg Thr Phe Phe Arg Leu Pro Thr Trp Met Trp 
450 455 460 



Trp Gly Phe Leu Gly Ser Ser Leu Ser Ser Thr Asp Leu lie lie Phe 
465 470 475 480 



Ala Phe Tyr Met Phe lie He Ala Pro His Ser Leu Arg Met Gly Leu 
485 490 495 



Val Arg His Leu Leu Ser Asp Pro Thr Gly Gly Thr Met Leu Lys Ala 
500 505 510 



Tyr Leu Thr He 
515 



<210> 6 

<211> 445 

<212> DNA 

<213> tagetes erecta 
<220> 

< 2 2 1 > S ens e-F ragmen t 

<222> (1) . . (445) 
<223> 



<400> 6 

aagcttgcac gaggcaaagc aaaggttgtt tgttgttgtt gttgagagac actccaatcc 
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aaacagatac aaggcgtgac tggatatttc tctctcgttc ctaacaacag caacgaagaa 120 

gaaaaagaat cattactaac aatcaatgag tatgagagct ggacacatga cggcaacaat 180 

ggcggctttt acatgcccta ggtttatgac tagcatcaga tacacgaagc aaattaagtg 240 

caacgctgct aaaagccagc tagtcgttaa acaagagatt gaggaggaag aagattatgt 300 

gaaagccggt ggatcggagc tgctttttgt tcaaatgcaa cagaataagt ccatggatgc 360 

acagtctagc ctatcccaaa agctcccaag ggtaccaata ggaggaggag gagacagtaa 420 

ctgtatactg gatttggttg tcgac 445 

<210> 7 

<211> 446 

<212> DNA 

<213> tagetes erecta 
<220> 

<221> Antisense Fragment 

<222> (1). .(446) 

<223> 



<400> 7 
gaattcgcac 


gaggcaaagc 


aaaggttgtt 


tgttgttgtt 


gttgagagac 


actccaatcc 


60 


aaacagatac 


aaggcgtgac 


tggatatttc 


tctctcgttc 


ctaacaacag 


caacgaagaa 


120 


gaaaaagaat 


cattactaac 


aatcaatgag 


tatgagagct 


ggacacatga 


cggcaacaat 


180 


ggcggctttt 


acatgcccta 


ggtttatgac 


tagcatcaga 


tacacgaagc 


aaattaagtg 


240 


caacgctgct 


aaaagccagc 


tagtcgttaa 


acaagagatt 


gaggaggaag 


aagattatgt 


300 


gaaagccggt 


ggatcggagc 


tgctttttgt 


tcaaatgcaa 


cagaataagt 


ccatggatgc 


360 


acagtctagc 


ctatcccaaa 


agctcccaag 


ggtaccaata ggaggaggag 


gagacagtaa 


420 


ctgtatactg 


gatttggttg 


gatcct 








446 



<210> 8 

<211> 393 

<212> DNA 

<213> Tagetes erecta 
<220> 

<221> Sense Fragment 

<222> (1) . . (393) 
<223> 



<400> 8 
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aagctttgga 


ttagcactga 


ttgtccagat 


ggatattgag gggacccgca 


cattcttccg 


60 


gactttcttc 


cgcttgccca 


catggatgtg 


gtgggggttt cttggatctt 


cgttatcatc 


120 


aactgacttg 


ataatatttg 


cgttttacat 


gtttatcata gcaccgcata 


gcctgagaat 


180 


gggtctggtt 


agacatttgc 


tttctgaccc 


gacaggagga acaatgttaa 


aagcgtatct 


240 


cacgatataa 


ataactctag 


tcgcgatcag 


tttagattat aggcacatct 


tgcatatata 


300 


tatgtataaa 


ccttatgtgt 


gctgtatcct 


tacatcaaca cagtcattaa 


ttgtatttct 


360 


tggggtaatg 


ctgatgaagt 


attttctgtc 


gac 




393 



<210> 9 

<211> 397 

<212> DNA 

<213> Tagetes erecta 
<220> 

<221> Antis ens eFr agmen t 

<222> (1) . . (397) 
<223> 



<400> 9 
gaattctctt 


tggattagca 


ctgattgtcc 


agatggatat 


tgaggggacc 


cgcacattct 


60 


tccggacttt 


cttccgcttg 


cccacatgga 


tgtggtgggg gtttcttgga 


tcttcgttat 


120 


catcaactga 


cttgataata 


tttgcgtttt 


acatgtttat 


catagcaccg 


catagcctga 


180 


gaatgggtct 


ggttagacat 


ttgctttctg 


acccgacagg 


aggaacaatg 


ttaaaagcgt 


240 


atctcacgat 


ataaataact 


ctagtcgcga 


tcagtttaga 


ttataggcac 


atcttgcata 


300 


tatatatgta 


taaaccttat 


gtgtgctgta 


tccttacatc 


aacacagtca 


ttaattgtat 


360 


ttcttggggt 


aatgctgatg 


aagtattttc 


tggatcc 






397 



<210> 10 

<211> 1537 

<212> DNA 

<213> - 

<220> 

<221> promoter 

<222> (1) . . (1537) 
<223> 



<400> 10 

gagctctaca aattagggtt actttattca ttttcatcca ttctctttat tgttaaattt 60 
tgtacattta ttcaataata ttatatgttt attacaaatt ctcactttct tattcatacc 120 
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tattcactca 


agcctttacc 


atcttccttt 


tctatttcaa 


tactatttct 


acttcatttt 


180 


tcacgttttt 


aacatctttc 


tttatttctt 


gtccacttcg 


tttagggatg cctaatgtcc 


240 


caaatttcat 


ctctcgtagt 


aacacaaaac 


caatgtaatg 


ctacttctct 


ctacattttt 


300 


aatacaaata 


aagtgaaaca 


aaatatctat 


aaataaacaa 


atatatatat 


tttgttagac 


360 


gctgtctcaa 


cccatcaatt 


aaaaaatttt 


gttatatttc 


tactttacct 


actaaatttg 


420 


tttctcatat 


ttacctttta 


acccccacaa 


aaaaaaatta 


taaaaaagaa 


agaaaaaagc 


480 


taaaccctat 


ttaaatagct 


aactataaga 


tcttaaaatt 


atcctcatca 


gtgtatagtt 


540 


taattggtta 


ttaacttata 


acattatata 


tctatgacat 


atactctctc 


ctagctattt 


600 


ctcacatttt 


ttaacttaag 


aaaatagtca 


taacatagtc 


taaaattcaa 


acatccacat 


660 


gctctaattt 


gattaacaaa 


aagttagaaa 


tatttattta 


aataaaaaag 


actaataaat 


720 


atataaaatg 


aatgttcata 


cgcagaccca 


tttagagatg 


agtatgcttt 


cacatgctga 


780 


gattattttc 


aaaactaagg 


ttgtagcaat 


attaaatcaa 


taaaattatt 


ataaataaca 


840 


aaattaacct 


gctcgtgttt 


gctgtatatg 


ggaggctaca 


aaataaatta 


aactaaagat 


900 


gattatgttt 


tagacatttt 


ttctatctgt 


attagtttat 


acatattaat 


tcaggagctg 


960 


cacaacccaa 


ttctattttc 


gttccttggt 


ggctgggttt 


ctcacaaggt 


tcaatagtca 


1020 


atattaggtt 


ttattggact 


tttaatagta 


tcaaacaaat 


ctatgtgtga 


acttaaaaat 


1080 


tgtattaaat 


atttagggta 


acctgttgcc 


gtttttagaa 


taatgtttct 


tcttaataca 


1140 


cgaaagcgta 


ttgtgtattc 


attcatttgg 


cgcctcacat 


gcttcggttg 


gctcgcttta 


1200 


gtctctgcct 


tctttgtata 


ttgtactccc 


cctcttccta 


tgccacgtgt 


tctgagctta 


1260 


acaagccacg 


ttgcgtgcca 


ttgccaaaca 


agtcatttta 


acttcacaag 


gtccgatttg 


1320 


acctccaaaa 


caacgacaag 


tttccgaaca 


gtcgcgaaga 


tcaagggtat 


aatcgtcttt 


1380 


t tcraa 1 1 c t a 

*■» J3 C*CL ^ t— n-' \— O 


tttctcttta 


i— L> Odd Lay L*v~ 




gatagttttt 


aaaagatttt 


1 AACi 


taaaacgtag 


ctgctgttta 


agtaaatccc 


agtccttcag 


tttgtgcttt 


tgtgtgtttt 


1500 


gtttctctga 


tttacggaat 


ttggaaataa 


taagctt 






1537 



<210> 11 

<211> 734 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> variation 
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<222> (1)..(734) 
<223> 



<400> 11 
ctaacaatca 


atgagtagag 


agctggacac 


atgacggcaa 


caatggegge 


ttttacatgc 


60 


cctaggttta 


tgactagcat 


cagatacacg 


aagcaaatta 


agtgcaacgc 


tgetaaaage 


120 


cagctagtcg 


ttaaacaaga 


gattgaggag 


gaagaagatt 


atgtgaaagc 


cggtggatcg 


180 


gage t get tt 


ttgttcaaat 


gcaacagaat 


aagtccatgg 


atgcacagtc 


tagcctatcc 


240 


caaaaggtca 


ctccagactt 


aattgettat 


aaataaataa 


atatgttttt 


taggaataat 


300 


gatatttaga 


tagattagct 


atcacctgtg 


ctgtggtgtg 


cagctcccaa 


gggtcttacc 


360 


gatagtaaaa 


tcgttagtta 


tgattaatac 


ttgggaggtg 


ggggattata 


ggctttgttg 


420 


tgagaatgtt 


gagaaagagg 


tttgacaaat 


cggtgtttga 


atgaggttaa 


atggagttta 


480 


attaaaataa 


agagaagaga 


aagattaaga 


gggtgatggg gatattaaag 


aeggscaata 


540 


tagtgatgee 


aegtagaaaa 


aggtaagtga 


aaacatacaa 


cgtggcttta 


aaagatggct 


600 


tggctgctaa 


tcaactcaac 


tcaactcata 


tcctatccat 


tcaaattcaa 


ttcaattcta 


660 


ttgaatgcaa 


agcaaagcaa 


aggttgtttg 


ttgttgttgt 


tgagagacac 


tccaatccaa 


720 


acagatacaa 


ggcg 










734 



<210> 12 

<211> 280 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> variation 

<222> (1)..(280) 
<223> 



<400> 12 

gtcgagtatg gagttcaatt aaaataaaga gaagaraaag attaagaggg tgatggggat 60 

attaaagacg gecaatrtag tgatgccacg taagaaaaag gtaagtgaaa acatacaacg 120 

tggctttaaa agatggcttg getgetaate aactcaactc aactcatatc ctatccattc 180 

aaattcaatt caattctatt gaatgcaaag caaagcaaag caaaggttgt ttgttgttgt 240 

tgttgagaga cactccaatc caaacagata caaggcgtga 280 

<210> 13 
<211> 358 
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<212> DNA 

<213> Tagetes erecta 



( Sense ) Promo tor 
(1)..(358) 



<400> 13 
aagcttaccg 


atagtaaaat 


cgttagttat gattaatact 


tgggaggtgg 


gggattatag 


60 


gctttgttgt 


gagaatgttg 


agaaagaggt 


ttgacaaatc 


ggtgtttgaa 


tgaggttaaa 


120 


tggagtttaa 


ttaaaataaa 


gagaagagaa 


agattaagag 


ggtgatgggg 


atattaaaga 


180 


cggccaatat 


agtgatgcca 


cgtagaaaaa 


ggtaagtgaa 


aacatacaac 


gtggctttaa 


240 


aagatggctt 


ggctgctaat 


caactcaact 


caactcatat 


cctatccatt 


caaattcaat 


300 


tcaattctat 


tgaatgcaaa 


gcaaagcaaa 


gcaaaggttg 


tttgttgttg 


ttgtcgac 


358 



<210> 


14 


<211> 


361 


<212> 


DNA 


<213> 


Tagetes erecta 


<220> 




<221> 


(Antisense) Promo tor 


<222> 


(1)..(361) 


<223> 





<400> 14 
ctcgagctta 


ccgatagtaa 


aatcgttagt 


tatgattaat 


acttgggagg 


tgggggatta 


60 


taggctttgt 


tgtgagaatg 


ttgagaaaga 


ggtttgacaa 


atcggtgttt 


gaatgaggtt 


120 


aaatggagtt 


taattaaaat 


aaagagaaga 


gaaagattaa 


gagggtgatg 


gggatattaa 


180 


agacggccaa 


tatagtgatg 


ccacgtagaa 


aaaggtaagt 


gaaaacatac 


aacgtggctt 


240 


taaaagatgg 


cttggctgct 


aatcaactca 


actcaactca 


tatcctatcc 


attcaaattc 


300 


aattcaattc 


tattgaatgc 


aaagcaaagc 


aaagcaaagg 


ttgtttgttg 


ttgttggatc 


360 



c 




<210> 


15 


<211> 


28 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
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<222> (1)..(28) 
<223> 



<400> 15 

gagctcactc actgatttcc attgcttg 



<210> 16 

<211> 37 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(37) 
<223> 



<400> 16 

cgccgttaag tcgatgtccg ttgatttaaa cagtgtc 



<210> 17 

<211> 34 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(34) 
<223> 



<400> 17 

atcaacggac atcgacttaa cggcgtttgt aaac 



<210> 18 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(25) 
<223> 



<400> 18 

taagcttttt gttgaagaga tttgg 



<210> 19 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
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<220> 

<221> Primer 
<222> (1)..(23) 
<223> 



<400> 19 

gaaaatactt catcagcatt acc 



<210> 20 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(28) 
<223> 



<400> 20 

gtcgactacg taagtttctg cttctacc 



21 
26 
DNA 

kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 
<222> (1)..(26) 
<223> 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



<400> 21 

ggatccggtg atacctgcac atcaac 



<210> 22 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 



<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(28) 
<223> 



<400> 22 

aagcttgcac gaggcaaagc aaaggttg 
<210> 23 
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<211> 29 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(29) 
<223> 



<400> 23 

gtcgacaacc aaatccagta tacagttac 



<210> 


24 


<211> 


30 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) . . (30) 


<223> 





<400> 24 

aggatccaac caaatccagt atacagttac 



<210> 


25 


<211> 


28 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) . . (28) 


<223> 




<400> 


25 



gaattcgcac gaggcaaagc aaaggttg 



<210> 


26 


<211> 


25 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) . - (25) 


<223> 




<400> 


26 



aagctttgga ttagcactga ttgtc 
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<210> 27 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 



<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..{29) 
<223> 



<400> 27 

gtcgacagaa aatacttcat cagcattac 



<210> 28 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 



<220> 

<221> Primer 
<222> (1) . . (29) 
<223> 



<400> 28 

ggatccagaa aatacttcat cagcattac 

<210> 29 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1) . . (27) 
<223> 



<400> 29 

gaattctctt tggattagca ctgattg 

<210> 30 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(23) 
<223> 
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<400> 30 

cgccttgtat ctgtttggat tgg 



<210> 


31 


<211> 


24 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) . . (24) 


<223> 





<400> 31 

ctaacaatca atgagtatga gage 



<210> 


32 


<211> 


26 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) . . (26) 


<223> 





<400> 32 

agagcaaggc cagcaggacc acaacc 



<210> 


33 


<211> 


26 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) . . (26) 


<223> 




<400> 


33 



ccttgggagc ttttgggata ggctag 



<210> 34 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 
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<222> 
<223> 



(1) . . (26) 



<400> 34 

tcacgccttg tatctgtttg gattgg 



26 



<210> 35 

<211> 15 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1) . . (15) 
<223> 



<400> 35 

gtcgagtatg gagtt 15 

<210> 36 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1) . . (28) 
<223> 

<400> 36 

aagcttaccg atagtaaaat cgttagtt 28 

<210> 37 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(31) 
<223> 



<400> 37 

ctcgagctta ccgatagtaa aatcgttagt t 



31 



<210> 38 
<211> 28 
<212> DNA 



<213> kuenstliche Sequenz 
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<220> 

<221> Primer 
<222> (1) . .(28) 
<223> 



<400> 38 

gtcgacaaca acaacaaaca acctttgc 



<210> 


39 


<211> 


28 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) . . (28) 


<223> 




<400> 


39 



ggatccaaca acaacaaaca acctttgc 



<210> 


40 


<211> 


28 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) . . (28) 


<223> 





<400> 40 

gtcgactttt tgttgaagag atttggtg 



<210> 


41 


<211> 


28 


<212> 


DNA 


<213> 


kuenstliche 


<220> 




<221> 


Primer 


<222> 


(1) - . (28) 


<223> 





<400> 41 

ctcgagactc actgatttcc attgcttg 



<210> 42 
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<211> 22 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1) . . (22) 
<223> 



<400> 42 

gagctctaca aattagggtt ac 22 



<210> 43 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1) . . (23) 
<223> 



<400> 43 

aagcttatta tttccaaatt ccg 23 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Zeaxanthin und/oder dessen biosynthetischen Zwischen- und/oder Fol- 
geprodukten durch Kultivierung von genetisch veranderten Pflanzen die im Vergleich zum Wildtyp eine, durch 
doppelstrangige e-Cyclase-Ribonukleinsauresequenzen verursachte, reduzierte e-Cyclase-Aktivitat aufwei- 
sen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man in die Pflanze eine RNA einbringt, die 
einen Bereich mit Doppel-Strang-Struktur aufweist und in diesem Bereich eine Nukleinsauresequenz enthait, 
die 

a) mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen e-Cyclase-Transkripts identisch ist und/oder 

b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen e-Cyclase-Promotor-Sequenz identisch ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Bereich mit Doppel-Strang-Struktur eine 
Nukleinsauresequenz enthait, die mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen e-Cyclase-Trankripts iden- 
tisch ist und das 5'-Ende Oder das 3'-Ende der Pflanze eigenen Nukleinsaure, kodierend eine c-Cyclase ent- 
halt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 2 Oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass der Bereich mit Dop- 
pel-Strang-Struktur jeweils einen M sense"-RNA-Strang enthalt, umfassend mindestens eine Ribonukleotidse- 
quenz, die im wesentlichen identisch ist zu mindestens einem Teil des "sense"-RNA-£-Cyclase Transkriptes, 
und einen "antisense M -RNA-Strang enthalt, der zu dem „sense"-RNA-Strang im wesentlichen komplementar 
ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4 t dadurch gekennzeichnet, dass man genetisch veranderte 
Pflanzen verwendet, die in Bluten die geringste Expressionsrate einer E-Cyclase aufweisen. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Transkription der doppelstrangigen £-Cy- 
clase Ribonukleinsauresequenz unter Kontrolle eines blutenspezifischen Promotors erfolgt. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass man als Pflanze eine Pflan- 
ze, ausgewahlt aus den Familien Ranunculaceae, Berberidaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, 
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Fabaceae, Linaceae, Vitaceae, Brassicaceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Caryophyllaceae, Amaranth- 
aceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprifoliaceae, Oleaceae, Tropaeolaceae, Solanaceae, Scrophulari- 
aceae, Asteraceae, Liliaceae, Amaryllidaceae, Poaceae, Orchidaceae, Malvaceae, llliaceae Oder Lamiaceae 
verwendet. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass man als Pflanze eine Pflanze, ausgewahlt 
aus den Pflanzengattungen Marigold, Tagetes, Acacia, Aconitum, Adonis, Arnica, Aquilegia, Aster, Astragalus, 
Bignonia, Calendula, Caltha, Campanula, Canna, Centaurea, Cheiranthus, Chrysanthemum, Citrus, Crepis, 
Crocus, Curcurbita, Cytisus, Delonia, Delphinium, Dianthus, Dimorphotheca, Doronicum, Eschscholtzia, For- 
sythia, Fremontia, Gazania, Gelsemium, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, Grevilla, Helenium, 
Helianthus, Hepatica, Heracleum, Hibiscus, Heliopsis, Hypericum, Hypochoeris, Impatiens, Iris, Jacaranda, 
Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leontodon, Lilium, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, Medicago, 
Mimulus, Narcissus, Oenothera, Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentilla, Pyracantha, 
Ranunculus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Silphium, Sinapsis, Sorbus, Spartium, Teco- 
ma, Torenia, Tragopogon, Trollius, Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, Viola Oder Zinnia verwendet. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass man als Pflanze eine Pflanze, ausgewShlt 
aus den Pflanzenarten Marigold, Tagetes erecta oder Tagetes patula verwendet. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass man nach dem Kultivieren 
die genetisch veranderten Pflanzen erntet und anschliefcend Zeaxanthin und/oder dessen biosynthetischen 
Zwischen- und/oder Folgeprodukte aus den Pflanzen isoliert. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die biosynthetischen 
Zwischen- und/oder Folgeprodukte ausgewahlt sind aus der Gruppe Lycopin, p-Carotin, Astaxanthin, Cantha- 
xanthin, Echinenon, 3-Hydroxyechinenon, 3'-Hydroxyechinenon, Adonirubin Adonixanthin, Antheraxanthin, Vi- 
olaxanthin, Neoxanthin, Capsorubin, und Capsanthin. 

12. RibonukleinsSurekonstrukt, enthaltend RNA, die einen Bereich mit Doppel-Strang-Struktur aufweist 
und in diesem Bereich eine NukleinsSuresequenz enthalt, die 

a) mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen e-Cyclase-Transkripts identisch ist und/oder 

b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen e-Cyclase-Promotor-Sequenz identisch ist. 

13. Nukleinsaurekonstrukt, transkripierbar in 

a) einen M sense"-RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribonukleotidsequenz, die im wesentlichen iden- 
tisch istzu mindestens einem Teil des "sense'-RNA-e-Cyclase Transkriptes, und 

b) einen M antisense M -RNA-Strang, der zu dem RNA-sense-Strang unter a) im wesentlichen - bevorzugt voll- 
standig - komplementar ist. 

14. Nukleinsaurekonstrukt, umfassend 

a) einen "sense M -DNA-Strang der im wesentlichen identisch ist zu mindestens einem Teil des Promotorbe- 
reichs eines £-Cyclase-Gens, und 

b) einen "antisense H -DNA-Strang, der zu dem DNA-"sense"-Strang unter a) im wesentlichen - bevorzugt voll- 
standig - komplementar ist. 

1 5. Nukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 1 3, wobei die aus dem e-Cyclase-Trankript ableitbare cDNA-Se- 
quenz durch SEQ. ID. NO. 4 beschrieben ist. 

16. Nukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 14, wobei die Nukleinsauresequenz des Promotorbereichs des 
e-Cyclase-Gens durch SEQ. ID. NO. 13 beschrieben ist. 

17. Nukleinsaurekonstrukt nach einem der Anspruche 12 bis 16, wobei M sense"-RNA-Strang und "antisen- 
se M -RNA-Strang kovalent in Form eines invertierten Repeats miteinander verbunden sind. 

18. Nukleinsaurekonstrukt nach einem der Anspruche 12 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass das Nuk- 
leinsaurekonstrukt zusatzlich funktionell verknupft einen Promotor enthait. 

19. Nukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass man einen blOtenspezifi- 
schen Promotor verwendet. 
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20. Verfahren zur Herstellung von genetisch veranderten Pflanzen, dadurch gekennzeichnet, dass man 
Expressionskassetten, enthaltend ein NukleinsSurekonstrukt gemSfi einem der AnsprQche 12 bis 19, in eine 
Ausgangspflanze einfuhrt. 

21 . Genetisch veranderte Pflanze, die im Vergleich zum Wildtyp eine, durch doppelstrangige e-Cyclase-Ri- 
bonukleinsSuresequenzen verursachte, reduzierte e-Cyclase-Aktivitat aufweisen. 

22. Genetisch verSnderte Pflanze nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass die genetisch ver^n- 
derte Pflanze eine RNA enthait, die einen Bereich mit Doppel-Strang-Struktur aufweist und in diesem Bereich 
eine Nukleinsauresequenz enthait, die 

a) mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen e-Cyclase-Transkripts identisch ist und/oder 

b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen E-Cyclase-Promotor-Sequenz identisch ist. 

23. Genetisch veranderte Pflanze nach Anspruch 21 Oder 22, dadurch gekennzeichnet, dass die Pflanze 
ausgewahlt ist aus den Familien Ranunculaceae, Berberidaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, 
Fabaceae, Linaceae, Vitaceae, Brassicaceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Caryophyllaceae, Amaranth- 
aceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprifoliaceae, Oleaceae, Tropaeolaceae, Solanaceae, Scrophulari- 
aceae, Asteraceae, Liliaceae, Amaryllidaceae, Poaceae, Orchidaceae, Malvaceae, llliaceae Oder Lamiaceae. 

24. Genetisch verSnderte Pflanze nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass die Pflanze ausge- 
wShlt ist aus den Pflanzengattungen Marigold, Tagetes, Acacia, Aconitim, Adonis, Arnica, Aqulegia, Aster, As- 
tragalus, Bignonia, Calendula, Caltha, Campanula, Canna, Centaurea, Cheiranthus, Chrysanthemum, Citrus, 
Crepis, Crocus, Curcurbita, Cytisus, Delonia, Delphinium, Dianthus, Dimorphoteca, Doronicum, Escholtzia, 
Forsythia, Fremontia, Gazania, Gelsemium, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, Grevilla, Heleni- 
um, Helianthus, Hepatica, Heracleum, Hisbiscus, Heliopsis, Hyperricum, Hypochoeris, Impatiens, Iris, Jaca- 
randa, Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leontodon, Lilium, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, Me- 
dicago, Mimulus, Narcissus, Oenothera, Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentilla, Pyra- 
cantha, Ranunculus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Silphium, Sinapsis, Sorbus, Sparti- 
um, Tecoma, Torenia, Tragopogon, Trollius, Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, Viola Oder Zinnia. 

25. Genetisch veranderte Pflanze nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass die Pflanze ausge- 
wahlt ist aus den Pflanzenarten Marigold, Tagetes erecta oder Tagetes patula. 

26. Verwendung der genetisch veranderten Pflanzen nach einem der Anspruche 21 bis 25 als Zierpflanzen 
Oder als Futter- und Nahrungsmittel. 

27. Verwendung der genetisch veranderten Pflanzen nach einem der Anspruche 21 bis 25 zur Herstellung 
von carotinoidhaltigen Extrakten oder zur Herstellung von Futter- und Nahrungserganzungsmittel. 

Es folgen 1 0 Blatt Zeichnungen 
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Abbildung 1: Schema der Carotinoidbiosynthese in Tagetes erecta 
Bluten 
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Abbildung 2: Klonierungskassette zur Herstellung von Inverted-Re- 
peat-Expressionskassetten ftlr die bliitenspezif ische Expression 
von Epsilon-Cyclase dsRNAs in Tagetes erecta 
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Abbildung 3: Express ionsvektor zur bliitenspezif ischen Produktion 
von dsRNA-Transkripten enthaltend 5 x terminale Fragmente der 
Epsilon-Cyclase cDNA (AF251016) unter Kontrolle des AP3P-Promo- 
ters 
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Abbildung 4: Express ionsvektor zur bliitenspezif ischen Produktion 
von dsRNA-Transkripten enthaltend 5 * terminalen Fragmente der 
Epsilon-Cyclase cDNA (AF251016) unter Kontrolle des CHRC-PRomo- 
ters 
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Abbildung 5: Express ions vekt or zur blutenspezif ischen Produktion 
von dsRNA-Transkripten enthaltend 3 ' terminalen Fragments der 
Epsilon-Cyclase cDNA (AF251016) unter Kontrolle des AP3P-Promo- 
ters 




48/53 



DE 102.38 979 A1 2004.02.26 



Abbildung 6: Inverse PCR-Amplif ikat , das das 312 bp Fragment des 
Epsilon-Cyclase Promoters enthalt 
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Abbildung 7: TAIL PCR-Amplif ikat , das das 199 bp Fragment des 
Epsilon-Cyclase Promoters enthalt 
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Abbildung 8: Express ions vekt or zur bliitenspezif ischen Produktion 
von dsRNA-Transkripten enthaltend das 312 bp5 Promoterf ragment 
der Epsilon-Cyclase unter Kontrolle des AP3 P- Promoters 
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Abbildung 9: Express ionsvektor zur bltitenspezif ischen Produktion 
von dsKNA-Transkripten enthaltend das 312 bp Promoter fragment der 
Epsilon-Cyclase unter Kontrolle des CHRC- Promoters 




52/53 



DE 102 38 979 A1 2004.02.26 



Abbildung 10: Expressionsvektor zur bliitenspezif ischen Produktion 
von dsRNA-Transkripten enthaltend das 312 bp5 Promoter fragment 
der Epsilon-Cyclase unter Kontrolle sowohl des AP3 P— Promoter s als 
auch des CHRC-Promoters 
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